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Stimulation de cellules épithéliales bronchiques humaines par la GnRH : effet sur le transport 
ionique médié par la protéine CFTR
La mucoviscidose est une maladie génétique autosomale récessive causée par des mutations 
dans le gène CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator). Ce dernier code un canal 
chlorure AMPc-dépendant localisé dans la membrane apicale des cellules épithéliales, dont l’activité 
est régulée par de nombreuses interactions protéine-protéine. Dans le cadre de la recherche de 
nouveaux partenaires du CFTR, une interaction directe entre le canal (sauvage et muté F508del) et 
l’annexine A5 (AnxA5) a été mise en évidence dans notre laboratoire. Des stratégies de sur et de 
sous-expression nous ont également permis d’établir un lien fonctionnel entre les deux protéines. En 
effet, nos travaux montrent que les sécrétions ioniques dépendantes du CFTR sont corrélées au 
niveau d’expression intracellulaire de l’AnxA5. Par ailleurs, une élévation des courants médiés par le 
CFTR ainsi qu’une augmentation de la quantité de canaux dans la membrane plasmique sont 
observées suite à la surexpression de l’AnxA5 dans des cellules exprimant le CFTR muté F508del. 
Au vu de ces observations, l’AnxA5 apparaît comme une cible potentielle pour la correction de 
certains défauts engendrés par la mutation F508del. Une piste thérapeutique pourrait être 
l’identification de composés capables d’augmenter son expression dans des cellules épithéliales 
exprimant le mutant F508del de la protéine CFTR. Considérant les informations fournies par la 
littérature, notre choix s’est porté sur la GnRH (gonadotropin-releasing hormone), molécule utilisée en 
thérapeutique humaine depuis plus de 25 ans. Ainsi, nous avons évalué l’effet de la GnRH sur la 
modulation de l’expression de l’AnxA5 et sur le transport ionique dépendant du CFTR dans nos 
différents modèles d’étude. 
Outre la présence du récepteur de la GnRH dans nos modèles cellulaires, nous montrons 
également que l’expression de l’AnxA5 y est augmentée dès 60 minutes de traitement avec l’hormone 
(1 nM). De plus, comparativement à des cellules non stimulées, des cellules prétraitées avec la GnRH 
présentent une hausse significative des sorties actives d’iodure, corrélant avec une augmentation de 
la quantité de CFTR à la surface cellulaire. Ces observations ont été faites dans les modèles 
exprimant le CFTR muté F508del ainsi que dans ceux exprimant le CFTR sauvage. 
 
Dans nos modèles et selon nos conditions de stimulation, un traitement avec la GnRH 
augmente l’expression intracellulaire de l’AnxA5 et conduit à une élévation des sécrétions ioniques 
médiées par le canal CFTR. Néanmoins, au vu de la multitude de voies de signalisation susceptibles 
d’être activées et de gènes pouvant être régulés suite à la liaison de la GnRH sur son récepteur, l’effet 
observé sur l’AnxA5 ne représente probablement pas le seul évènement cellulaire à l’origine de 
l’impact positif enregistré sur l’activité du canal CFTR.  
 
 




Stimulation of human bronchial epithelial cells by GnRH : effect on CFTR-mediated                 
ion transport
Cystic fibrosis (CF) is an autosomal recessive disorder caused by mutations in the cystic 
fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) gene, which encodes a cAMP-stimulated 
chloride channel. CFTR is primarily located at the apical surface of epithelial cells, where its activity is 
regulated by some protein-protein interactions. As part of new CFTR’s partners research, we 
previously showed that annexin A5 (AnxA5) binds directly to both normal and F508del-CFTR. 
Moreover, under and overexpression strategies led us to establish a functionnal link between these 
two proteins. In fact, CFTR-dependent ion secretions are correlated to the intracellular level of AnxA5. 
Otherwise, in transfected epithelial cells, AnxA5 overexpression increases CFTR’s level in plasma 
membranes and raises CFTR-mediated currents in F508del-CFTR expressing cells. 
In the light of these findings, AnxA5 appears as a potential target in order to correct some 
defects caused by the F508del mutation. A therapeutic approach would be to find some compounds 
capable of increasing AnxA5 expression in F508del-CFTR expressing epithelial cells. Reviewing the 
literature, our choice fell on GnRH (gonadotropin-releasing hormone), a commonly used molecule for 
diverse clinical applications for 25 years. So, the effects of GnRH on the modulation of AnxA5 
expression and on CFTR-dependent ion transport were assessed in our different cellular models. 
Beside the GnRH receptor expression, we show that AnxA5 expression is augmented in all 
cell lines after one hour incubation with the hormone (1 nM). Moreover, compared to untreated cells, a 
significant iodide efflux peak is measured in GnRH pretreated cells, which is correlated with an 
increased cell surface expression of CFTR. It is of interest to note that these observations have been 
made in CF and non-CF cells. 
 
In our models and according to our stimulation conditions, GnRH treatment enhances AnxA5 
intracellular expression and leads to a rise of CFTR-dependent ion secretions. Nevertheless, given the 
multitude of activated signaling pathways and regulated genes in response to GnRH binding to its 
receptor, the positive impact on CFTR activity is probably not solely explained by the effect on AnxA5 
expression. 
 

















































































































































































































































































































aa  acides aminés 
 
AATs  aminoarylthiazoles 
 
AAV  virus adéno-associés  
(adeno-associated virus) 
 
ABC  ATP-binding cassette 
 
Ac  anticorps 
 
AC  adénylate cyclase 
 
ADN  acide déoxyribonucléique  
 
ADNc  ADN complémentaire 
 
ADP  adénosine diphosphate 
 
Aha1  activator of Hsp90 ATPase homologue 1 
 
AKAPs A-kinase anchoring proteins 
 
AMPc adénosine monophosphate cyclique 
 
AMPK  protéine kinase activée par l’AMP  
(AMP-activated protein kinase) 
 




Anx  annexine (AnxA5 : annexine A5) 
 
AON  oligonucléotides antisens 
(antisense oligonucleotides) 
 
AP-2  adaptor protein complex 2 
 
AQP  aquaporines 
 
ARN  acide ribonucléique 
 
ARNm ARN messager 
 
ASL  liquide de surface des voies aériennes  
(airway surface liquid) 
 
ATF4/6 activating transcriptor factor 4, 6 
 
ATP  adénosine triphosphate 
 
Bag1  Bcl2-associated athanogene 1 
 
BCRP breast cancer resistance protein
 
Br-  ion bromure 




CaCC  calcium (Ca2+)-activated chloride channel 
 
CAL  CFTR-associated ligand
 
CaM  calmoduline 
CaMK protéine kinase Ca2+/calmoduline-dépendante  
CaN  calcineurine 
CAP70 CFTR-associated protein of 70 kDa 
 
cc  coiled-coil 
 
CCP  puit recouvert de clathrine (clathrin-coated pit)  
 
CCV  clathrin-coated vesicle 
 
CF  cystic fibrosis 
 
CFTR  cystic fibrosis transmembrane 
conductance regulator
 
CFTRinh172 inhibiteur du CFTR 
 
CFTR-RD CFTR-related disorder 
 
CGRP calcitonin gene-related peptide 
 
CH3CO2
- ion acétate 
 
CHIP  C-terminus of Hsc70-interacting protein 
 
CHOP C/EBP-homologous protein 
 
CIP  CFTR interacting protein 
 
CK2  caseine kinase 2 
 
Cl-  ion chlorure 
 
COMMD1 copper metabolism(Murr1) domain containing1 
 
CNX  calnexine 
 
co-IP  co-immunoprécipitation 
 
COPI/II coat protein complex I, II
 
CortBP1 cortactin-binding protein 1 
 
CPA  acide cyclopiazonique 
 
CPX  8-cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine 
 
CRACM1 calcium release-activated calcium modulator1  
 
CRCM Centres de ressources et de compétences de 
la mucoviscidose 
 
CREB cAMP response element binding 
 
C-ter  C-terminale 
 
Cxs  connexines 
 
Dab2  Disabled-2 
 








DNA  deoxyribonucleic acid  
 
DSG  déoxyspergualine 
 
2D/3D bidimensionnel, tridimensionnel 
Abréviations et Sigles
Abréviations et sigles (1/5) 
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2D-DIGE 2D-differential in-gel electrophoresis 
 
EAE  encéphalomyélite auto-immune expérimentale 
 
EBP50 erzin-radixin-moesin binding phosphoprotein-
50 
 
EC  extracellulaire 
 





EDTA  acide éthylène diamine tétra-acétique 
 
EGF  epidermal growth factor 
 
EGFR récepteur à l’EGF  
(epidermal growth factor receptor) 
 
Egr1  early growth response gene 1
 
EGTA acide glycol diamine tétra-acétique 
 
ELAD  endolysosomal-associated degradation 
 
ENaC  epithelial sodium (Na+) channel 
 
ER (D, E) récepteurs aux œstrogènes (alpha, bêta) 
(estrogen receptors) 
 
ER  endoplasmic reticulum 
 
ERQC contrôle de qualité du RE  




ERCs  endosomal recycling compartements 
 
ERSE  ER stress response element 
 
ERM  erzine-radixine-moésine 
 
ERK  extracellular signal-regulated kinase 
 
ESCRT endosomal sorting complexes required for 
transport 
 
E3KARP NHE3 kinase A regulatory protein 
 
F-  ion fluorure 
 
FC  fold change 
 
FDA  Food and Drug Administration 
 
FKBP  FK506-binding protein 
 
FLNs  filamines 
 
FRET  fluorescence resonance energy transfer 
 
FSH  follicle-stimulating hormone
 
FSHE  sous-unité E spécifique à la FSH 
 
Fsk  forskoline 
 
GDi,q,s  protéine G (sous-unités Di, Dq, Ds) 
 
GABA acide Ȗ-aminobutyrique 
 
GADD growth arrest- and DNA damage-inducible
GAP  GnRH-associated peptide 
 
GAPs  GTPase-activating proteins 
 
GC  guanylate cyclase 
 
GFP  green fluorescent protein 
 




GMPc guanosine monophosphate cyclique 
 
GnRH gonadotropin-releasing hormone 
 
cGnRH chicken GnRH 
 
GOPC Golgi-associated PDZ and coiled-coil domain 
containing protein
 
GPR54 KiSS1-derived peptide receptor 
 
GRASP Golgi reassembly stacking protein 
 
GRP  gastrin-releasing peptide 
 
GRP78/94 glucose-regulated protein, 78 or 94 kDa 
 
GSH  gluthation 
 
Gst  génistéine 
 DGSU alpha-glycoprotein hormone subunit 
 
GTP  guanosine triphosphate 
 
G3PDH glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase 
 
HA  Haemophilus influenza (H. influenzae) 
 
HAE  human airway epithelial 
 
Hb-EGF heparin-binding EGF 
 
hCG  hormone chorionique gonadotrope 
 
HCO2
-  ion formate 
 
HCO3
- ion bicarbonate 
 
Hdj-1/-2 Human DnaJ homologue 1 & 2
 
HGVS Human Genome Variation Society 
 
HHG  hypothalamo-hypophyso-gonadique 
 
Hop  Hsc70/Hsp90-organizing protein 
 
Hsc70 protéine de choc thermique  
(heat shock cognate protein 70) 
 
Hsp70/90 protéine de choc thermique  
(heat shock protein 70 or 90) 
 
HTS  criblage à haut débit  
(high-throughput screening) 
 
I-  ion iodure 
 
IBMX  3-isobutyl-1-methylxanthine 
 
Abréviations et sigles (2/5) 
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IC  intracellulaire / insuffisance cardiaque 
 
ICC  immunocytochimie 
 
ICLs  boucles intracytoplasmiques  
(intra-cellular loops) 
 
IFN-J  interféron-gamma 
 
IHC  immunohistochimie 
 
IKEEP intestinal and kidney-enriched PDZ protein
 
IL-1ER interleukin-1 receptor 
 
IP  insuffisance pancréatique 
 
IP3  inositol 1,4,5-triphosphate  
 
IP3R  récepteur à l’IP3  
 
IRBT  IP3-receptor binding protein 
 
IRE1  inositol requiring 1 
 
Isc  courant de court-circuit 
 
JNK  c-Jun N-terminal kinase
K8  kératine 8 
 
K+  ion potassium 
 
kb  kilobase 
 
KD  constant de dissociation  
 
kDa  kilodalton 
 
LB  lame basale 
 
LH  luteinizing hormone
LHE  sous-unité E spécifique à la LH 
 
LHRH luteinizing hormone-releasing hormone 
 
LPAs  acides lysophosphatidiques 
 
LPA2  récepteur de l’acide lysophosphatidique  
de type 2 
 
LR  récepteur de la laminine (laminin receptor) 
 
Man  mannose 
 
MAPKs mitogen-activated protein kinases 
 





Mg2+  ion magnésium 
 
MMPs métalloprotéases matricielles  
(matrix metalloproteinases) 
MP  membrane plasmique 
 
MPB  benzo[c]quinolizinium 
 
MRP1 multidrug resistance-associated protein 
 
MSDs membrane spanning domains
Myr  myristoylation 
 




NBDs  domaines de liaison aux nucléotides   
 (nucleotide binding domains) 
 
NDPK nucleoside diphosphate kinase 
 
NEBs  corps neuro-épithéliaux  
(neuroepithelial bodies) 
 
NF-NB nuclear factor kappa-B 
 
NHE3  Na+/H+ exchanger isoform 3 
 
NHERFs Na+/H+ exchanger regulatory factors 
 
NKCC cotransporteur Na+/K+/2Cl- 
 
NMD  nonsense-mediated mRNA decay  
 
NO3
-  ion nitrate 
 
NO  monoxyde d’azote (nitric oxide) 
 
NOS-I NO synthase neuronale 
 
N-ter  N-terminale 
 
N-WASP neural Wiskott-Aldrich syndrome protein 
 
ORCC outwardly rectifying chloride channel 
 
PA  Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) 
ou 
PA  acide phosphatidique 
 
PAP I  Placental Anticoagulant Protein I 
 
4-PBA 4-phénylbutyrate de sodium 
 
PCL  liquide périciliaire (periciliary liquid) 
 




PDEs  inhibiteur des phosphodiestérases 
(phosphodiesterase inhibitors) 
 
PDI  protéine disulfure isomérase  
(protein disulfide isomerase) 
 
PDZK1 PDZ domain-containing protein in kidney 1
 
PDZK2 intestinal and kidney-enriched PDZ protein 
 
PE  phosphatidyléthanolamine 
 
PERK PKR like endoplasmic reticulum kinase 
 
P-gp  glycoprotéine P 
 
Pi  phosphate inorganique 
 
PI  phosphatidylinositol 
 
PI/PS  pancreatic insufficiency/pancreatic sufficiency 
 
PIP2  phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 
 
Abréviations et sigles (3/5) 
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PI3K  phosphatidylinositol-3-kinase 
 
PKA/PKC protéine kinase A / C 
 
(c/n)PKC PKC conventionnelle / nouvelle 
 
PLA2  phospholipase A2 
 
PLC  phospholipase C 
 
PLCE  phospholipase bêta 
 
(c)PLA2 PLA2 cytosolique 
 




PNECs cellules neuroendocrines pulmonaires 
(pulmonary neuroendocrine cells) 
 
Po  probabilité d’ouverture 
 
Ppi  pyrophosphate 
 
PPQC peripheral protein quality control 
 
PP2A/2C protéines phosphatases 2, groupe A et C 
 
pS  picosiemens 
 
PS  phosphatidylsérine 
 
PV  périvasculaire 
 
P2Y2/6 récepteurs purinergiques 
 
RACK1 receptor for activated C kinase 
 
RCPG récepteur couplé aux protéines G 
 
RD  domaine régulateur (regulatory domain) 
 
RE  réticulum endoplasmique  
(endoplasmic reticulum) 
 
RFM  Registre français de la mucoviscidose 
 
RGnRH récepteur de la GnRH 
 
RNA  ribonucleic acid 
 
RNC  ribosome nascent chain complex 
 
ROMK renal outer medullary potassium 
 
ROS  espèces réactives de l’oxygène  
(reactive oxygene species) 
 
RTC  ribosome translocon complex 
 
RT-PCR reverse transcription-PCR 
 
RTK  récepteur à activité tyrosine kinase 
 
SA  Staphyloccocus aureus (S. aureus) 
 
SAM  sterile alpha motif 
 
SCN-  ion thiocyanate 
 
SERCA serco(endo)plasmic reticulum calcium ATPase 
 
Shank2 Src homology 3 and ankyrin repeats-
containing protein 2
 
shRNA short hairpin RNA 
 
SH3  Src-homology-3 
 
siRNA small interfering RNA 
 
SLC26 solute carrier 26 
 
SNAP-23 synaptosome-associated protein, 23 kDa 
 
SNARE Soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor 
Attachement protein REceptor 
 
t/v-SNARE target/vesicule associated-SNARE 
 
SNC  système nerveux central 
 
SNP  système nerveux périphérique 
 
SOID  syndrome d’obstruction intestinale distale 
 
SPQ  6-methoxy-N-(3-sulfopropyl) quinolinium
 
SPR  résonance plasmonique de surface  
(surface plasmon resonance) 
 
SRP  signal recognition particle 
 
STAS  sulfate transporter antagonist of 
anti-sigma factor 
 
S1P/S2P site 1 & 2 protease 
 
TASK  two-pore acid-sensitive potassium channel 
 
TBB  tétrabromobenzotriazole 
 
Tg  thapsigargine 
 
TGFE1 transforming growth factor beta 1 
 
TGN  réseau trans-golgien (trans-Golgi network) 
 
TIMPs inhibiteurs tissu spécifique des MMPs  
(tissue-specific inhibitor of MMPs) 
 
TIR  trypsine immuno-réactive 
 
TIRF total internal reflexion fluorescence 
microscopy 
 
TLR  toll like receptor 
 
TMs  transmembranaires 
 
TMDs  domaines transmembranaires 
(transmembrane domains) 
 
TMEM16A transmembrane protein 16A
TMEM16F transmembrane protein 16F 
 
TNFD  tumor necrosis factor alpha
 
TNFR1 récepteur au TNFD 
 
TPA  phorbol 12-myristate 13-acetate 
 
tPA  activateur tissulaire du plasminogène 
 
TRP  transient receptor potentiel 
Abréviations et sigles (4/5) 
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TRPC  transient receptor potentiel canonical 
 
TRPV  transient receptor potential vanilloid 
 
UDP  uridine diphosphate 
 
UGGT (UDP)-glucose glycoprotéine 
glucosyltransférase 
 
UPR  unfolded protein response 
 
USP  ubiquitin specific peptidase 
 
UTR  untranslated region 
 
VEGF  vascular endothelial growth factor 
 
VEMS volume expiratoire maximal par seconde  
 
VIP vasoactive intestinal peptide 
 
VM  vésicules matricielles 
 
WNKs with no lysine kinases 
 
wt  wild-type 
 




Autres :  
 
pM, nM, µM, mM  pico, nano, micro, milli molaire 
 
ng/ml    nanogramme/millilitre 
µg/l    microgramme/litre 
mmol/l   millimole/litre 
 
mV    millivolt 
 
min/h    minute/heure 
Abréviations et sigles (5/5) 
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 x   Les figures sont retrouvées au verso des pages mentionnées ci-dessous 
 
Figure 1 : Représentation schématique des principaux transports ioniques au sein d’un 
épithélium sécréteur (page 22) 
 
Figure 2 : Carte de la prévalence de la mucoviscidose par département (nombre de patients 
pour 100 000 habitants) (page 23) 
 
Figure 3 : Les principaux organes touchés chez les malades atteints de mucoviscidose (page 24) 
 
Figure 4 : Représentation schématique de l’impact de l’altération du processus de sécrétion sur 
la clairance mucociliaire dans les voies aériennes (page 25) 
Figure 5 : Organigramme du dépistage néonatal de la mucoviscidose (page 27) 
 
Figure 6 : Du gène à la protéine CFTR (page 30) 
Figure 7 : Représentation schématique des différentes classes de mutations (page 32) 
 
Figure 8 : Les transporteurs ABC : structure et mode de fonctionnement (page 35) 
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A549  lignée cellulaire dérivée d’un carcinome pulmonaire humain (alvéolaire) 
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NT-1  cellules épithéliales trachéobronchiques humaines non-CF (trachée d'origine fœtale) 
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TCE  tall columnar epithelial (cells)
 
HBEC  cellules épithéliales bronchiques humaines 
 
HNEC  cellules épithéliales nasale humaines 
 
HUVECs cellules endothéliales humaines matures isolées à partir de la veine de cordon 
ombilical (human umbilical vein endothelial cells) 
 




Partie 1. Contexte physiopathologique : la mucoviscidose
1. Les transports épithéliaux : généralités
 
 Les épithélia sont des tissus composés d’un ensemble de cellules juxtaposées, séparées du 
tissu conjonctif par la membrane basale. Ils établissent une barrière cellulaire cohésive entre deux 
milieux de nature différente, laquelle assure des fonctions essentielles.  
 L’épithélium de l’arbre trachéo-bronchique est engagé dans le transport transépithélial des 
électrolytes et de l’eau, de façon à maintenir une hydratation correcte du liquide de surface des voies 
aériennes (ASL, airway surface liquid). Ce dernier est composé de deux phases : une phase aqueuse 
(le liquide périciliaire), dans laquelle battent les cils vibratiles permettant l’évacuation hors des voies 
aériennes des particules inhalées (pathogènes, poussières, pollens), et une phase muqueuse                
(le mucus). La clairance mucociliaire représente un des principaux mécanismes de défense des voies 
respiratoires. Toute modification du volume de la phase aqueuse se verra fortement compromettre 
son efficacité (pour revues : Knowles et Boucher, 2002, Tarran, 2004). 
 
 Deux variétés d’épithélia sont décrites : l’épithélium de revêtement, bordant par exemple la 
lumière du tube digestif (épithélium prismatique simple) ou des voies aériennes (épithélium 
prismatique pseudo-stratifié) et l’épithélium glandulaire, pouvant être associé à l’épithélium de 
revêtement, qui tapit les glandes sous-muqueuses respiratoires et digestives. 
 La somme des transports ioniques (actifs et passifs), au sein d’un épithélium, va permettre de 
définir la direction des mouvements d’eau et d’électrolytes. En effet, ces transports créent des 
gradients éléctrochimiques de part et d’autre de la membrane cellulaire, déterminant ainsi le sens des 
flux transépithéliaux et le caractère absorbant ou sécrétoire des épithélia. Dans la plupart des 
conditions physiologiques normales, l’épithélium de surface des voies aériennes et digestives est 
principalement absorbant (Boucher, 1994a,b). L’épithélium retrouvé au niveau des cryptes intestinales 
et des glandes sous-muqueuses respiratoires est quant à lui un exemple d’épithélium sécréteur (pour 
revue : Kunzelmann, 2001). 
 
 À l’état basal, la présence des canaux ENaC [epithelial sodium (Na+) channel] dans la membrane 
apicale des cellules de l’épithélium de surface permet l’entrée des ions Na+, qui sont par la suite 
évacués de la cellule au niveau du pôle basolatéral par la pompe Na+/K+ ATPase (ATP, adénosine 
triphosphate). L’activité de cette pompe va également conduire à une accumulation d’ions potassium 
(K+) dans le cytoplasme, créant un gradient électrochimique favorable à leur efflux. Le transport 
transcellulaire d’ions Na+ génère un passage d’ions chlorure (Cl-). Celui-ci s’effectue selon leur 
gradient électrochimique et principalement par la voie paracellulaire, dite voie de « shunt ». Ce 
transport passif est essentiel pour garantir l’électroneutralité du système et induire une absorption 
d’eau, également par la voie paracellulaire (Tarran et al., 2001). Dans certaines circonstances, un 
transport d’ions Cl- par voie transcellulaire peut aussi être observé. Cette sécrétion s’effectue selon un 
gradient éléctrochimique entretenu par des transporteurs d’ions Cl- situés dans la membrane 
basolatérale, tel le cotransporteur Na+/K+/2Cl- (NKCC). Dans un contexte non pathologique,               
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Figure 1 : Représentation schématique des principaux transports ioniques au sein                              
d’un épithélium sécréteur
Selon le modèle classique, l’entrée des ions Cl- à travers la membrane basolatérale est principalement médiée par le cotransport des ions
Na+. L’efflux chlorure à la membrane apicale est quant à lui assuré par des canaux activés par l’AMPc (CFTR) et les ions Ca2+ (CaCCs).
Des travaux récents ont permis l’identification d’autres transporteurs et canaux dans le mouvement des ions et de l’eau à travers                    
les épithélia. À titre d’exemple, l’efflux apical des ions Cl- et HCO3- implique le CFTR, la protéine TMEM16A (anoctamine-1) et très
probablement d’autres transporteurs, tels que des membres de la famille des SLC26A (pour revue : Frizzell et Hanrahan, 2012).
AMPc : adénosine monophosphate cyclique, ATP : adénosine triphosphate, CaCCs : calcium-activated chloride channels,                       
CFTR : cystic fibrosis transmembrane conductance, Cl- : ion chlorure, HCO3- : ion bicarbonates, K+ : ion potassium, Na+ : ion sodium,
NKCC : cotransporteur Na+/K+/2Cl-, ORCCs : outwardly rectifying chloride channels, SLC26 : solute carrier 26
adaptée de la revue de Edelman et Fritsch, 2005
les ions Cl- sont sécrétés par différents canaux ioniques situés dans la membrane apicale, et 
notamment par les canaux CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), ORCC 
(outwardly rectifying chloride channel), CaCC [calcium (Ca2+)-activated chloride channel] et certains 
canaux Cl- voltage dépendant tel CIC-2. 
 Dans les épithélia sécréteurs, la sortie des ions Cl- suit le même modèle que celui décrit pour 
l’épithélium de surface (Figure 1). Le cotransporteur NKCC permet l’entrée des ions Cl- dans la cellule 
qui, en s’accumulant dans le cytosol, créent un gradient éléctrochimique favorable à leur sécrétion au 
niveau du pôle apical par les canaux CFTR, ORCC et CaCC. Ce transport, à l’origine d’une différence 
de potentiel transépithélial, s’accompagne d’un passage d’ions Na+ et d’eau par la voie paracellulaire. 
 
 
 Dans les voies respiratoires, c’est la sécrétion anionique qui contribue principalement à la 
formation et à l’entretien de l’ASL, sécrétion assurée en partie par le canal CFTR. Les cellules ciliées 
de l’épithélium de surface présentent ce processus de sécrétion. Cependant, il semble admis qu’un 
volume significatif du liquide périciliaire (PCL, periciliary liquid) soit également généré par les 
transports transépithéliaux assurés par les glandes sous-muqueuses présentes dans les voies 
aériennes les plus proximales. L’épithélium de surface serait quant à lui capable d’ajuster le volume 
du PCL à une hauteur en adéquation avec un battement optimal des cils vibratiles. Cette régulation du 
volume du PCL met en jeu divers mécanismes tels que l’absorption des ions Na+ par les canaux 
ENaC. De l’équilibre entre la sécrétion et l’absorption des électrolytes, dépendra le volume de la 
couche de liquide recouvrant la surface des voies aériennes et donc, l’efficacité des mécanismes de 
défense de ces dernières (pour revues : Kunzelmann et Schreiber, 2012, Frizzell et Hanrahan, 2012). 
 
2. Historique et épidémiologie de la mucoviscidose
 
 2.1. Histoire de la maladie 
 
 « Malheur à l’enfant chez qui un baiser sur le front à un goût salé, il est maudit et va bientôt 
mourir ». Ce vieil adage issu du folklore de l’Europe du Nord prédisait déjà un des principaux tests de 
référence utilisés dans le diagnostic de la mucoviscidose : le test de la sueur. 
 
 Au Moyen Âge, on connaissait déjà le sort du nouveau-né qui laisse un gout salé lorsqu’on 
l’embrasse sur le front. Néanmoins, ce n’est que dans la première moitié du XXème siècle, en 1936, 
que la première description scientifique de la maladie est établie par le professeur Guido Fanconi, 
associant fibrose kystique du pancréas et bronchectasies (Fanconi et al., 1936). En 1938, grâce aux 
travaux de Dorothy Hansine Andersen, la maladie est reconnue comme une entité pathologique à part 
entière. Le terme « cystic fibrosis of the pancreas » est alors employé (Andersen, 1938).  
 La dénomination « mucoviscidosis », créée à partir des mots « mucus » et « viscous », 
n’apparaît qu’en 1943. Elle est initiée par l’américain Sydney Farber afin de corriger le terme utilisé 
par Dorothy Hansine Andersen, trop centré sur l’atteinte pancréatique (Farber, 1943). Les premières 
études sur l’hérédité de la mucoviscidose sont conduites en 1946, révélant sa transmission selon un 
mode autosomique récessif (Andersen et Hodges, 1946).  
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Figure 2 : Carte de la prévalence de la mucoviscidose par département                                                  
(nombre de patients pour 100 000 habitants)
La prévalence de la mucoviscidose, qui est en moyenne de 8.1 malades pour 100 000 habitants sur l’ensemble du territoire (métropole
et îles de la Réunion et de la Guadeloupe), présente d’importantes variations selon les départements. En métropole, la majorité des
malades se concentre, en premier lieu, sur un arc nord-ouest (régions Nord-Pas-de-Calais, Haute et Basse-Normandie, Bretagne, Pays
de la Loire), et, en second lieu, sur un arc est (régions Lorraine, Franche-Comté, Rhône-Alpes, Provence-Alpes-Côte d’Azur).
d’après le Registre français de la mucoviscidose (RFM), Bilan des données 2011







 L’année 1953 est marquée par une avancée majeure dans la compréhension de la maladie.         
Le docteur Paul Di San’t Agnese décrit les anomalies électrolytiques dans les sécrétions sudorales 
des enfants malades : concentrations en ions Cl- et Na+ anormalement élevées (Di San’t Agnese et 
al., 1953). Cette découverte est d’ailleurs à l’origine de la mise en place du test de la sueur, initié en 
1959 par Gibson et Cooke.  
 En 1981, Knowles et collaborateurs rapportent que le potentiel électrique au niveau de la 
muqueuse nasale est plus électronégatif chez les personnes atteintes de mucoviscidose que chez les 
sujets sains (Knowles et al., 1981). En 1983, Paul Quinton précise l’origine de ces anomalies 
électrolytiques : la perméabilité anormalement faible des cellules épithéliales des canaux sudoripares 
aux ions Cl- conduit à une augmentation de la concentration en NaCl dans la sueur des patients 
(Quinton, 1983). Très rapidement, Knowles et associés décrivent ce même défaut de perméabilité aux 
ions Cl- dans l’épithélium respiratoire des malades, lequel est associé à une absorption excessive des 
ions Na+ (Knowles et al., 1983a,b).  
 L’année 1989 est un tournant important dans l’histoire de la mucoviscidose. Lap-Chee Tsui en 
collaboration avec Jack Riordan et Francis Collins isolent le gène impliqué dans la maladie et 
caractérisent son anomalie moléculaire principale : la mutation F508del (c.1521_1523delCTT). Ces 
travaux sur le gène CFTR furent publiés en trois articles en septembre 1989 dans le journal Science. 
Localisé sur le bras long du chromosome 7 et composé de 27 exons, ce gène code un canal ionique 
perméable aux ions Cl- : le canal CFTR (Kerem et al., 1989, Riordan et al., 1989, Rommens et al., 
1989, Anderson et al., 1991b). 
 En 2002, le dépistage néonatal systématique de la mucoviscidose est mis en place en France 
(Farriaux, 2002). En janvier 2012, la molécule VX-770 reçoit l’approbation de la FDA (Food and Drug 
Administration) pour les patients porteurs de la mutation G551D (c.1652G>A) (Ramsey et al., 2011). 
 
2.2. Quelques données épidémiologiques
 
 La mucoviscidose, ou cystic fibrosis (CF), est la plus fréquente des maladies autosomiques 
récessives graves dans les populations caucasiennes, touchant en moyenne un nouveau-né                
sur 3000. En France, où sont actuellement recensés près de 6500 patients, l’incidence est d’environ 
un cas toutes les 4200 naissances, soit environ 200 par an, avec de grandes disparités régionales                               
(source : http://www.vaincrelamuco.org) (Figure 2). La mucoviscidose est particulièrement présente 
en Bretagne, touchant en moyenne un nouveau-né sur 2900, contre une incidence de un cas toutes 
les 7000 naissances en Midi-Pyrénées (Munck et Roussey, 2008, Scotet et al., 2010). 
 La population française compte près de deux millions de porteurs sains (hétérozygotes), soit en 
moyenne entre 1 individu sur 30 et 1 individu sur 35 présentant un allèle anormal du gène CFTR 
(Munck et Roussey, 2008, pour revue : Férec et al., 2012). 
 
3. Les différentes manifestations de la maladie
 
 La protéine CFTR est principalement retrouvée au niveau des épithélia sécréteurs, mais certains 
de type absorbant l’expriment également. Inséré dans la membrane apicale (ou luminale) des cellules 
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Figure 3 : Les principaux organes touchés chez les malades atteints de mucoviscidose
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• hommes : anomalies des voies excrétrices des 
spermatozoïdes o stérilité 
• femmes : épaississement de la glaire cervicale                 o hypofertilité
• sécrétions sudorales présentant des concentrations en ions 
Cl- et Na+ anormalement élevées o sueur hypertonique
• épaississement du mucus tapissant les parois 
intestinales o occlusions intestinales contribuant             
au défaut d’absorption des nutriments
(iléus méconial et SOID)
• épaississement des sécrétions o obstruction des 
canaux pancréatiques qui limite l’accès des enzymes 
digestives dans la lumière intestinale, entraînant une 
mauvaise absorption des nutriments
   insuffisance pancréatique exocrine 
• augmentation de la viscosité de la bile o obstruction des voies biliaires, 
provoquant diverses lésions
•déshydratation de l’ASL  compromettant la 
clairance mucociliaire  o obstruction des voies 
aériennes qui deviennent le siège d’infections 
bactériennes chroniques et d’une réponse 
inflammatoire élevée
   insuffisance respiratoire
épithéliales, le CFTR joue un rôle fondamental dans le transport transépithélial des électrolytes et de 
l’eau (Quinton, 1983, Anderson et al., 1991b, Bear et al., 1992). Cette veille au maintien de 
l’homéostasie des fluides recouvrant la surface des épithélia s’explique par ses fonctions de canal 
ionique (entre autres : sécrétion d’ions Cl-) et de protéine régulatrice de divers canaux et 
transporteurs. 
 
 La présence d’anomalies moléculaires dans le gène CFTR entraînera de graves conséquences, 
avec des répercussions principalement observées au niveau des voies respiratoires, du tube digestif 
et de ses annexes, du tractus génital et des glandes sudoripares (Figure 3). La mucoviscidose, 
maladie complexe et évolutive, va donc affecter de nombreux organes. 
 Il existe une grande diversité d’expression clinique d’un patient à l’autre, que ce soit en termes 
d’âge d’apparition des premiers symptômes, d’organes touchés, de sévérité des atteintes et 
d’évolution de la maladie. Ceci peut s’expliquer par les multiples mutations du gène CFTR qui ont été 
identifiées. Toutefois, il apparaît que des facteurs génétiques et environnementaux contribuent 
également à cette grande variabilité phénotypique (pour revues : Cutting, 2005, Férec et al., 2012). 
Des patients porteurs des mêmes mutations pourront développer des tableaux cliniques très 
différents, notamment en ce qui concerne l’atteinte respiratoire. 
 
3.1. Atteintes des voies respiratoires 
 
 L’atteinte broncho-pulmonaire conditionne l’essentiel de la mortalité et de la morbidité (pour 
revues : Davis, 2006, Davies et al., 2007). Chez les patients, le déclin de la fonction pulmonaire se 
traduit par une diminution du VEMS (volume expiratoire maximal par seconde). Bien que des progrès 
considérables aient été faits dans la compréhension de la physiopathologie de la mucoviscidose, les 
mécanismes responsables du développement de la maladie pulmonaire ne sont pas entièrement 
résolus et restent controversés.  
 De quelle façon le défaut de transport ionique dépendant du CFTR affecte-t-il le système de 
défense pulmonaire lui permettant de faire face aux bactéries inhalées ? Deux hypothèses ont été 
émises. Certains auteurs avancent que la modification de la composition de l’ASL impacte l’activité 
des peptides antimicrobiens (Smith et al., 1996). Pour d’autres, le défaut de transport ionique 
transépithélial affecte l’élimination des bactéries en altérant la clairance mucociliaire (Matsui et al., 
1998). 
 
 Chez les patients, le défaut d’expression et/ou de fonctionnalité du canal CFTR va mener à la 
déshydratation de l’ASL, compromettant l’évacuation du mucus hors des voies respiratoires. Cette 
altération de la clairance mucociliaire conduit à l’accumulation de ce mucus anormalement visqueux 
au niveau de l’arbre bronchique, entraînant son obstruction. Ce mucus stagnant devient un terrain 
propice à la colonisation et à l’infection des voies respiratoires par des germes spécifiques (Figure 4).  
 Parmi les bactéries les plus communément rencontrées chez les malades, Staphyloccocus 
aureus (S. aureus, SA) et Haemophilus influenzae (H. influenzae, HI) sont des colonisateurs précoces 
des voies aériennes. Le pathogène Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa, PA) est, quant à lui, un 
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Figure 4 : Représentation schématique de l’impact de l’altération du processus de sécrétion sur la clairance 
mucociliaire dans les voies aériennes
Les transports d’électrolytes médiés par l’épithélium de surface et les glandes sous-muqueuses contribuent tout deux au volume et à la composition
de l’ASL. Chez les personnes atteintes de mucoviscidose, un défaut d’expression et/ou de fonctionnalité du canal CFTR à la membrane apicale des
cellules épithéliales va compromettre i) la sécrétion de sels et d’eau, ii) la régulation du PCL et iii) la clairance du mucus au niveau de l’épithélium
de surface et des canaux des glandes sous-muqueuses. Cette accumulation de mucus conduit à l’obstruction des voies aériennes et favorise leur
colonisation par des germes spécifiques et le processus inflammatoire.
Remarque : le terme « voies aériennes non-CF » signifie « qui expriment une version normale du canal CFTR », à la différence du terme « voies
aériennes CF » , signifiant « qui expriment une version mutante du canal CFTR ».
ASL : liquide de surface des voies aériennes (airway surface liquid), CF : cystic fibrosis, CFTR : cystic fibrosis transmembrane conductance,               
Cl- : ion chlorure, PCL : liquide périciliaire (periciliary liquid), µm : micromètre
adaptée de la revue de Frizzell et Hanrahan, 2012
colonisateur plus tardif. L’infection chronique par ce germe marque généralement un tournant évolutif 
défavorable de la maladie. Une colonisation par des champignons, tout particulièrement Aspergillus,
peut également être observée. En 2011, ce germe a été identifié chez près de 23 % des patients 
français [source : Registre français de la mucoviscidose (RFM), Bilan des données 2011]. 
L’atteinte pulmonaire s’accompagne d’une réponse inflammatoire élevée, conduisant à la 
détérioration du tissu pulmonaire (pour revue : Delacourt, 2003). À ce jour, malgré les nombreuses 
études menées à ce sujet, le débat n’est toujours pas tranché de savoir si l’inflammation des voies 
aériennes précède ou non la première infection. Le cercle vicieux (surinfections chroniques et 
inflammation) qui s’installe dans les voies aériennes des malades, conduit à une destruction 
progressive et irréversible du parenchyme et à une fibrose pulmonaire. Cela aboutira in fine à
l’insuffisance respiratoire, cause principale de décès.
3.2. Atteintes digestives (hépatobiliaires, pancréatiques et gastro-intestinales)
Une atteinte hépatobiliaire est également observée chez certains patients, avec un degré de 
sévérité variable entre les malades. Des anomalies de la protéine CFTR au niveau des voies biliaires 
conduisent à l’augmentation de la viscosité de la bile et de la concentration de ses composants. La 
bile épaissie, qui n’est plus évacuée, s’accumule dans les canaux hépatiques et les obstrue, 
provoquant diverses lésions (pour revue : Sokol et Durie, 1999). La vésicule biliaire peut également 
être touchée. Environ 30 % des malades présentent une vésicule atrophiée et peu fonctionnelle (pour 
revue : Herrmann et al., 2010). Des cas de lithiase biliaire sont quelquefois constatés.
Près de 90 % des patients présentent à la naissance une insuffisance pancréatique (IP) exocrine
(pour revue : Davies et al., 2007). L’épaississement des sécrétions obstrue les canaux pancréatiques 
et limite l’écoulement des enzymes digestives dans la lumière intestinale. Cela conduit à une 
mauvaise absorption des graisses, protéines, vitamines et minéraux, impactant l’état nutritionnel des
patients. Associée à un retard de croissance staturo-pondérale, la dénutrition pourra être à l’origine 
d’un retard pubertaire et de l’apparition de pathologies osseuses. De plus, la stagnation des enzymes 
digestives dans les canaux pancréatiques va conduire à une destruction tissulaire progressive, 
provoquant une fibrose du pancréas. Cette caractéristique est d’ailleurs à l’origine de la dénomination 
initiale de la maladie : « fibrose kystique du pancréas ». Si cette dernière s’étend aux îlots de 
Langerhans, cela pourra découler sur un diabète insulinodépendant. 
À la différence de la maladie pulmonaire, il existe une bonne corrélation entre le génotype des 
patients et le statut de la fonction pancréatique exocrine.
Le premier signe de l’atteinte gastro-intestinale est l’iléus méconial. Retrouvé chez 10 à 15 % des 
nouveau-nés atteints, il constitue la manifestation clinique initiale de la maladie (Munck et Roussey, 
2008, Scotet et al., 2010). Cette occlusion peut être suspectée à l’échographie morphologique, par 
une hyperéchogénicité intestinale (pour revue : Eggermont et De Boeck, 1991). L’atteinte intestinale 
contribue, aux côtés de l’atteinte pancréatique, au défaut d’absorption des nutriments.
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3.3. Atteintes du tractus génital 
 
 Plus de 95 % des hommes atteints de mucoviscidose présentent une anomalie des voies 
excrétrices des spermatozoïdes, entraînant leur stérilité (Denning et al.1968, Holsclaw et al., 1971, 
Anguiano et al. 1992). Les raisons de ce défaut anatomique (atrophie ou absence congénitale 
bilatérale des canaux déférents) ne sont pas entièrement clarifiées. Plusieurs hypothèses ont été 
proposées : une dégénérescence qui résulterait d’obstructions similaires à celles observées dans les 
canaux pancréatiques ou une anomalie de développement (Gaillard et al., 1997). 
 Bien que l’appareil génital soit anatomiquement normal chez la femme, une hypofertilité est 
souvent observée. Celle-ci s’explique par un épaississement de la glaire cervicale qui entrave la 
migration des spermatozoïdes dans l’utérus (Oppenheimer et al., 1970, Kopito et al., 1973). 
 
 Il est également intéressant de signaler qu’un retard de puberté a souvent été décrit chez ces 
malades. La dénutrition est une des raisons principalement évoquées pour expliquer ce retard 
(Shwachman et al., 1965, Mitchell-Heggs et al., 1976, Stern et al., 1976). Cependant, une étude 
menée chez des patientes adolescentes, homozygotes pour la mutation F508del, mentionne un retard 
de puberté en dépit d’un bon état clinique et d’un statut nutritionnel normal (Johannesson et al., 1997).  
 La mise en évidence de transcrits du gène CFTR (transcrits CFTR) dans le cerveau de rat, puis 
dans l’hypothalamus humain, a permis d’envisager de nouvelles explications aux manifestations 
génitales de la mucoviscidose (Mulberg et al., 1995, Mulberg et al., 1998). Le groupe de A. E. Mulberg 
rapporte l’expression et la fonctionnalité du CFTR dans la lignée immortalisée de neurones à GnRH 
(gonadotropin-releasing hormone) murins (GT1-7) et montre que la protéine CFTR y régule la 
sécrétion de GnRH. Une baisse de l’expression de la protéine CFTR est en effet associée à une 
diminution de la libération de GnRH dans le milieu de culture (Weyler et al., 1999). Il fut suggéré que 
la présence de mutants du CFTR dans certains neurones de l’hypothalamus pouvait perturber la 
synthèse des gonadotropines et la mise en place de la différenciation sexuelle. Un défaut de sécrétion 
de GnRH pourrait alors permettre d’expliquer la maturation plus tardive de l’axe hypothalamo-
hypophyso-gonadique (HHG) chez les enfants CF (Weyler et al., 1999).  
 
3.4. Autres atteintes possibles
 
 A côté des atteintes respiratoires, digestives et génitales, d’autres éléments de morbidité, plus 
rares et moins spécifiques, peuvent également être observés chez certains patients. Parmi ceux-ci 
peuvent être cités (au niveau national) : i) l’incontinence urinaire, observée chez 0.7 % des patients,  
ii) des atteintes articulaires (arthrite), retrouvées chez 1.9 % des malades, iii) une dépression, chez 3.2 
% des individus, ou encore iv) des pathologies osseuses telles que l’ostéopénie et l’ostéoporose, 
décrites chez 5.7 % des patients CF (source : RFM, Bilan des données 2011).  
 
 L’atteinte des glandes sudoripares n’est volontairement pas traitée dans ce paragraphe. Elle sera 




Figure 5 : Organigramme du dépistage néonatal de la mucoviscidose
Suite à l’obtention d’une valeur de TIR supérieure à la valeur seuil, la confirmation du diagnostic se poursuit par l’analyse moléculaire
du gène CFTR uniquement après le consentement parental. Pour les nouveau-nés chez lesquels aucune mutation n’a été identifiée suite
à l’étude de l’ADN, la réévaluation de la TIR à J21 n’est effectuée que pour les individus dont la TIR à J3 était supérieure à 100 µg/L.
Ceci s’explique par le risque très faible de diagnostic de la mucoviscidose chez ces enfants (risque < 1 %).
ADN : acide désoxyribonucléique, CFTR : cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, CRCM : Centre de ressources et de
compétences de la mucoviscidose, J3 ou J21 : 3 ou 21 jours après la naissance, TIR : trypsine immuno-réactive,                               
µg/l : microgramme/litre
adaptée de Munck et Roussey, 2008
4. Dépistage et diagnostic de la mucoviscidose
 
 L’instauration du dépistage néonatal systématique de la mucoviscidose en France date de 2002 
(Farriaux, 2002, Farriaux et al., 2003, Navarro et al., 2003). Celui-ci permet une prise en charge 
précoce dans les Centres de ressources et de compétences de la mucoviscidose (CRCM). 
 En dehors du dépistage néonatal, le diagnostic de la mucoviscidose peut être évoqué devant des 
signes cliniques tels que des diarrhées graisseuses, des douleurs abdominales, un encombrement 
des bronches, ou encore des infections des voies respiratoires à répétitions. Par la suite, le test de la 
sueur complété par l’analyse moléculaire du gène CFTR permettent de confirmer ou d’infirmer le 
diagnostic (source : RFM, Bilan des données 2011). Enfin, suivant l’histoire familiale, un diagnostic 
prénatal peut également être proposé. 
 
 4.1. Dépistage néonatal 
 
 Il repose sur le dosage de la trypsine immuno-réactive (TIR) sérique, qui est réalisé à partir d’un 
prélèvement d’une goutte de sang dans le talon du nouveau-né à son 3ème jour de vie. Ce dépistage 
permet de repérer entre 95 et 98 % des nouveau-nés atteints de mucoviscidose. Les faux négatifs 
sont exceptionnels et les faux positifs ne dépassent pas 0.5 %. Suite à la détection d’un taux de TIR 
anormalement élevé (> 60 µg/l), la confirmation du diagnostic se poursuit par l’analyse moléculaire du 
gène CFTR et la recherche des mutations les plus fréquemment rencontrées dans les populations 
d’origine caucasienne (Figure 5). Une fois l’analyse génétique réalisée, trois cas de figure peuvent se 
présenter (Munck et Roussey, 2008, RFM, Bilan des données 2011) :  
 
1- deux mutations sont identifiées chez le nouveau-né : ce dernier est adressé à un CRCM pour la 
confirmation du diagnostic par le test de la sueur et la prise en charge de la maladie ; 
 
2- une seule mutation est identifiée chez le nouveau-né : soit il est porteur d’une autre mutation et le 
test de la sueur est positif (anormal), portant alors le diagnostic de la mucoviscidose ; soit il est 
hétérozygote, c’est-à-dire porteur sain, et présente un test de la sueur négatif (normal) ; 
 
3- aucune mutation n’est détectée chez le nouveau-né : le risque que l’enfant soit atteint est très faible 
(< 1 %). 
 
 4.2. Principaux tests utilisés dans le diagnostic de la mucoviscidose 
 
  4.2.1. Le test de la sueur 
 
 Physiologiquement, l’épithélium des glandes sudoripares est de type absorbant. Les ions Cl- et 
Na+ présents dans les sécrétions sudorales sont réabsorbés par les cellules épithéliales bordant le 
canal excréteur vers le compartiment sanguin. Chez les individus atteints de mucoviscidose, la perte 
de l’activité du canal CFTR ne permet pas cette réabsorption. Leur sueur présente donc des 
concentrations en ions Cl- et Na+ anormalement élevées, elle est dite hypertonique.  
 Le test de la sueur consiste à mesurer la concentration en ions Cl- dans les sécrétions sudorales 
des patients. Une concentration en ions Cl- inférieure à 40 mmol/l est considérée comme normale. 
28
Celle-ci devient pathologique lorsqu’elle excède 60 mmol/l. Ce test, reposant sur la méthode de 
l’iontophorèse à la pilocarpine, reste à ce jour le test de référence pour le diagnostic de la 
mucoviscidose (Gibson et Cooke, 1959, LeGrys, 1996). Il est positif chez environ 98 % des malades 
(LeGrys, 1996). 
 
  4.2.2. Mesure de la différence de potentiel transépithéliale nasale  
 
 Le transport des ions à travers l’épithélium nasal génère une différence de potentiel (ddp) qu’il 
est possible de mesurer in vivo. La baisse de la sécrétion chlorure (sécrétion Cl-) et l’absorption 
accrue d’ions Na+ à la surface de la muqueuse nasale des malades se traduit par une valeur basale 
de la ddp transépithéliale plus électronégative. Alors qu’elle se situe autour de -20 millivolt (mV) chez 
les sujets sains, des valeurs aux alentours de -50 mV sont enregistrées chez les patients (Domingo-
Ribas et Bosque-Garcia, 2006). La mesure de la ddp s’avère particulièrement utile pour l’identification 
de patients atteints de formes atypiques de la maladie, lesquels présentent un résultat du test sudoral 
douteux (valeur comprise entre 40 et 60 mmol/l) ou normal (Sermet-Gaudelus et al., 2010b, pour 
revue : De Boeck et al., 2006). 
 
 4.3. Le diagnostic prénatal 
 
 Le diagnostic prénatal de la mucoviscidose est proposé aux couples dont les deux membres sont 
hétérozygotes, ayant déjà eu un enfant atteint de mucoviscidose (Mennie et al., 1992) ou identifiés par 
les études familiales (Super et al., 1994). La mise en place d’un diagnostic prénatal peut également 
être initiée par la découverte, de façon fortuite, d’une hyperéchogénicité intestinale, laquelle peut être 
associée à d’autres signes, comme une dilatation des anses intestinales et une absence de 
visualisation de la vésicule biliaire (Dequeker et al., 2009, pour revue : Eggermont et De Boeck, 1991). 
 
5. La prise en charge actuelle de la maladie
 
 Une des avancées majeures dans la thérapie de la mucoviscidose est l’identification du 
potentiateur VX-770, qui conduit à une amélioration significative de la fonction pulmonaire des 
patients porteurs de la mutation G551D (Ramsey et al., 2011). Cette molécule, récemment approuvée 
par la FDA, ne s’adresse toutefois qu’à une très faible proportion de malades, la fréquence de la 
mutation G551D dépassant à peine le seuil de 1 %. Pour la grande majorité des patients, il n’existe 
pas de thérapie curative mais uniquement des traitements à visée symptomatique, permettant 
d’améliorer, ou tout au moins de ralentir, le profil évolutif de la maladie et l’apparition des lésions 
irréversibles. Ces traitements reposent essentiellement sur la prise en charge respiratoire (lutte contre 
l’obstruction des voies aériennes, l’infection bactérienne et l’inflammation) et la prise en charge 
digestive et nutritionnelle (apport d’enzymes pancréatiques, de vitamines liposolubles, régime 
alimentaire hypercalorique).  
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 Ces traitements palliatifs ont permis d’améliorer considérablement l’espérance de vie des 
malades. Alors qu’elle n’était que de 7 ans en 1965, l’espérance de vie à la naissance d’un individu né 
aujourd’hui est de 46 ans (source : http://www.vaincrelamuco.org).  
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Figure 6 : Du gène à la protéine CFTR 
A. Localisation chromosomique du gène CFTR. B. De la transcription du gène CFTR à la traduction en une protéine transmembranaire.
aa : acides aminés, ATP : adénosine triphosphate, CFTR : cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, kb : kilobase, NBD1 et
NBD2 : domaines de liaison à l’ATP (NBDs, nucleotide binding domains), R : domaine régulateur (regulatory domain), TMD1 et
TMD2 : domaines transmembranaires (TMDs, transmembrane domains)
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Partie 2. Le canal CFTR : du gène à la protéine 
 
1. Le gène CFTR et son expression
 
 1.1. Identification du gène CFTR
 
 Le gène impliqué dans la mucoviscidose fut localisé en 1985 sur le bras long du chromosome 7 
(Tsui et al., 1985, Knowlton et al., 1985), près de 40 ans après la description de l’origine génétique de 
la maladie (Anderson et Hodges, 1946). En 1989, la mise en place de la stratégie de clonage 
positionnel a permis une identification plus précise du locus et la caractérisation du gène CFTR 
(Figure 6). Ce dernier, localisé en position 7q31.2, est un grand gène s’étendant sur près de                
190 kilobases (kb), structuré en 27 exons. Le gène CFTR est transcrit en un acide ribonucléique 
messager (ARNm) de 6.5 kb dont la séquence codante (4.4 kb) est par la suite traduite en une 
protéine transmembranaire de 1480 acides aminés, le canal ionique CFTR (Kerem et al., 1989, 
Riordan et al., 1989, Rommens et al., 1989). 
 
 1.2. Régulation spatio-temporelle du gène CFTR
 
 L’expression du gène CFTR est sujette à une régulation spatiale et temporelle, avec des profils 
d’expression variant selon les tissus et au cours du développement. Bien que son promoteur 
représente un acteur clé dans le contrôle de son expression, il apparaît que ce dernier ne contienne 
pas les éléments nécessaires à une régulation aussi fine et complexe. Il est à noter que le promoteur 
du gène CFTR, qui présente des caractéristiques propres aux promoteurs des gènes de ménage 
(housekeeping genes), possède une activité transcriptionnelle relativement faible dans les cellules 
d’origine épithéliale (Yoshimura et al., 1991b). 
 
 Principalement exprimé dans les divers organes (ou tissus) spécifiquement touchés par la 
mucoviscidose, la présence de transcrits CFTR a également été rapportée dans différents tissus (et 
cellules) non spécifiques à la maladie. Peuvent être cités : les cellules sanguines (Yoshimura et al., 
1991a, Sterling et al., 2004), le tissu musculaire lisse (Robert et al., 2004, Michoud et al., 2009), 
l’épithélium des tubules rénaux (Crawford et al., 1991), certaines cellules du tissu osseux (Shead et 
al., 2007, Le Héron et al., 2010), le myocarde (Yajima et al., 1997) ou encore les neurones 
hypothalamiques (Mulberg et al., 1998, Weyler et al., 1999). 
 
 Si l’on considère son expression au cours du développement, des transcrits CFTR peuvent être 
détectés très tôt dans la vie embryonnaire, dès le stade huit cellules (Ben-Chetrit et al., 2002).              
Des travaux réalisés sur des tissus sains issus de fœtus âgés de moins de 28 semaines rapportent 
des taux de transcrits CFTR élevés dans l’épithélium pulmonaire, trachéal, pancréatique et intestinal 
(cryptes de l’intestin grêle), mais relativement plus faible dans l’épithélium du tractus génital masculin 
(épididyme) (Harris et al., 1991, McCray et al., 1992, Trezise et al., 1993). L’expression des transcrits 
CFTR dans le tractus génital féminin (utérus et trompes de Fallope), les glandes sudoripares et 
salivaires n’est détectée qu’à partir du 3ème trimestre de grossesse (Tizzano et al., 1994).  
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CFTR : cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
d’après la Cystic Fibrosis Mutation Database, http://www.genet.sickkids.on.ca, octobre 2013
Tableau I : Répartition des différents types de mutations identifiées sur le gène CFTR
Type de mutation Nombre recensé Fréquence (%)
faux-sens 782 40,16
insertions ou délétions avec décalage 




insertions ou délétions sans décalage 






TOTAL 1947 mutations et variations de séquence recencées
variations de séquence 
(polymorphismes)
269 13,82
non identifiées 98 5,03
 Le profil d’expression mis en place au cours du développement fœtal est généralement maintenu 
après la naissance. Il existe néanmoins quelques exceptions, notamment concernant l’épithélium 
pulmonaire. Une grande différence d’expression est en effet retrouvée entre le taux de transcrits 
CFTR observé dans le poumon fœtal et le poumon adulte (Trezise et al., 1993, Broackes-Carter et al., 
2002). L’expression du gène CFTR au niveau pulmonaire augmente progressivement à partir de la 
12ème semaine de grossesse pour attendre un plateau au cours du 2ème trimestre (entre la 20ème et la 
24ème semaine), à partir duquel l’expression diminue progressivement jusqu’à la naissance. Une étude 
immunohistochimique a validé ces observations au niveau protéique (Marcorelles et al., 2007).  
 
2. Les anomalies moléculaires du gène CFTR
 
 2.1. Les différents types de mutations
 
 La mise en place d’un Consortium international d’analyse génétique de la mucoviscidose a 
permis de répertorier plus de 1940 mutations et variations de séquence, dispersées sur l’ensemble du 
gène. Il s’agit, pour la plupart, de mutations ponctuelles. Toutefois, de grands réarrangements 
chromosomiques (insertions, délétions, duplications) ont également été identifiés (Audrézet et al., 
2004, Férec et al., 2006, Niel et al., 2006, Taulan et al., 2007). La répartition des anomalies 
génétiques est détaillée dans le Tableau I. 
 
 Parmi ces mutations, la F508del (c.1521_1523delCTT), qui entraîne la délétion d’une 
phénylalanine en position 508 de la protéine (p.Phe508del, selon la nomenclature HGVS, Human 
Genome Variation Society), est retrouvée sur plus de deux chromosomes mutés sur trois. La F508del 
constitue ainsi la mutation la plus fréquemment rencontrée chez les malades. En France, plus de           
83 % des patients possèdent au moins un allèle porteur de cette mutation et près de 44 % sont 
homozygotes pour cette délétion (source : RFM, Bilan des données 2011). A côté de cela, la plupart 
des anomalies moléculaires du gène CFTR sont des événements rares, voire privés (rapportés dans 
une seule famille). Seules quelques mutations (environ une trentaine) présentent une fréquence 
supérieure à 0.1 %. Parmi celles-ci, la fréquence de cinq mutations avoisine le seuil de 1 %. Il s’agit 
des mutations exoniques G542X (p.Gly542X), N1303K (pAsn1303Lys), G551D (p.Gly551Asp) et 
W1282X (p.Trp1282X) et de la mutation intronique 1717-1G>A (c.1585-1G>A) (Claustres et al., 2000, 
pour revue : Férec et al., 2012). 
 En fonction de l’origine géographique et ethnique des patients, le type de mutation ainsi que leur 
fréquence peuvent présenter une grande variabilité (pour revue : Férec et al., 2012). 
 
2.2. Les différentes classes de mutations
 
 Le type de mutation ainsi que la localisation de ces variations nucléotidiques influencent 
différemment le produit final du gène. Des répercussions peuvent être observées au niveau de la 
biosynthèse, du transport intracellulaire, de la stabilité apicale et de la fonctionnalité de la protéine 
CFTR. Dans un premier temps, les différentes mutations ont été réparties en quatre classes distinctes 
(I à IV), sur la base des désordres engendrés sur la molécule CFTR (pour revue : Welsh et Smith, 
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Figure 7 : Représentation schématique des différentes classes de mutations
ATP : adénosine triphosphate, CFTR : cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, NBD: domaine de liaison à l’ATP (nucleotide
binding domain), RD : domaine régulateur (regulatory domain)







(ex : G542X, W1282X)
classe II :
défaut de maturation
(ex : F508del, N1303K)
classe III :
défaut d’activation
(ex : G551D, G1349D)
classe V :
quantité diminuée à la membrane
(ex : A455E, 3849+10kbC>T)
classe IV :
défaut de conductance
(ex : R117H, R334W)
classe VI :
stabilité réduite à la membrane,
activité régulatrice défectueuse







1993). Par la suite, deux autres classes (classes V et VI) ont été proposées à partir de la classe I, 
dans un souci d’une meilleure séparation des défauts biochimiques associés aux diverses anomalies 
génétiques (Haardt et al., 1999) (Figure 7).  
 
 - les mutations de classe I altèrent la biosynthèse de la protéine, résultant en une absence totale 
ou partielle du canal CFTR à la surface apicale des cellules épithéliales. Cette classe rassemble des 
mutations non-sens (G542X, W1292X), des mutations d’épissage (1717-1G>A) ou des insertions et 
délétions décalant la phase de lecture (1078delT), lesquelles entraînent l’apparition d’un codon stop 
prématuré. La mise en place dans le cytosol du mécanisme NMD (nonsense-mediated mRNA decay) 
pourra conduire à la dégradation des ARNm mutés, empêchant ainsi la synthèse protéique. Dans 
certains cas, une protéine tronquée et instable, généralement non fonctionnelle, pourra néanmoins 
être produite, mais elle sera rapidement dégradée (pour revue : Hentze et Kulozik, 1999).  
 
 - les mutations de classe II perturbent le processus de maturation conformationnelle de la 
protéine. Ceci se traduit par la présence en quantité fortement réduite du canal CFTR dans la 
membrane plasmique. Dans cette classe sont retrouvées des micro-délétions telles que la célèbre 
F508del ou des mutations faux-sens (N1303K), ne modifiant ni le cadre de lecture, ni la liaison à 
l’ATP. Incapable d’acquérir un repliement correct dans le RE (réticulum endoplasique), la protéine 
mutée ne poursuit pas sa maturation dans l’appareil de Golgi et n’est donc pas adressée à la 
membrane apicale des cellules épithéliales. Au lieu de cela, la protéine est piégée dans le RE et 
dirigée vers les voies de dégradation. 
 
 - les mutations de classe III impactent l’activation de la protéine CFTR. Cette dernière est 
correctement synthétisée et adressée à la membrane plasmique, mais le processus d’activation est 
fortement altéré. Le canal présente une probabilité d’ouverture (Po) très faible. Cette classe inclut des 
mutations faux-sens généralement localisées dans les domaines de liaison à l’ATP telles que les 
mutations G551D et G1349D. 
 
 - les mutations de classe IV altèrent la conductance du canal CFTR. Cette classe regroupe des 
mutations faux-sens essentiellement situées au niveau de certains segments des domaines 
transmembranaires participant à la formation et au fonctionnement du pore (R117H, R334W). Les 
protéines mutées produites sont correctement localisées à la surface apicale des cellules où elles 
assurent le transport des ions Cl-. Cependant, elles diffèrent des protéines sauvages par la diminution 
du flux d’ions traversant le canal et la modification de la sélectivité aux ions Cl- du pore. 
 
 - les mutations de classe V conduisent in fine à une diminution de la quantité de canaux CFTR 
normalement fonctionnels à la membrane apicale des cellules épithéliales (biosynthèse réduite). Cette 
classe rassemble : i) des mutations localisées sur le promoteur, diminuant le taux de transcription, ii) 
des mutations situées sur les sites d’épissage, conduisant à un épissage aberrant altérant la stabilité 
des ARNm CFTR, ou encore iii) des mutations faux-sens, entraînant un trafic intracellulaire inefficace 
de la protéine. Parmi celles-ci, peuvent être citées les mutations 3849+10kbC>T (intron 19) et A455E 
(exon 9). 
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 - les mutations de classe VI impactent la stabilité de la protéine CFTR mature dans la membrane 
plasmique, de même que ces propriétés de protéine régulatrice d’autres canaux et transporteurs. La 
grande majorité de ces altérations est retrouvée au niveau de l’extrémité C-terminale. Bien que cette 
région n’apparaisse pas essentielle pour la synthèse et le fonctionnement du CFTR, elle est 
importante pour le maintien de la protéine canal dans les membranes. Cette extrémité est la cible de 
protéines à domaine PDZ, notamment certains membres des NHERFs (Na+/H+ exchanger regulatory 
factors), qui favorisent la stabilité du canal CFTR à la surface cellulaire. Un exemple phare de cette 
classe est la mutation Q1412X, entraînant la synthèse d’une protéine CFTR tronquée d’environ 70 
résidus. 
 
2.3. Les relations génotype-phénotype
 
 En fonction des conséquences engendrées sur les transports transépithéliaux, un autre type de 
classification peut-être établie pour ces mutations. D’un côté, les mutations des classes I, II, III et VI, 
entraînant une présence fortement réduite, voire l’absence de protéine CFTR à la membrane 
plasmique et/ou un important défaut fonctionnel du canal, sont considérées comme des mutations 
« sévères ». De l’autre, les mutations des classes IV et V, qui permettent de conserver une activité 
CFTR résiduelle à la surface cellulaire, sont dites « modérées » ou « peu sévères ».  
 
 Différentes combinaisons alléliques permettent d’expliquer, en partie, la variabilité phénotypique 
de la mucoviscidose. La présence d’une mutation dite « sévère » sur chacun des deux allèles conduit 
à des formes sévères et classiques de la maladie. Ces formes sont associées sur le plan 
phénotypique à une insuffisance pancréatique (PI, pancreatic insufficiency) et à une atteinte 
pulmonaire débutant dans l’enfance, laquelle est caractérisée par une assez grande variabilité entre 
les malades. Par ailleurs, l’association d’une mutation « modérée » et d’une mutation « sévère », ou la 
combinaison de deux mutations « modérées », sont associées à des phénotypes moins sévères. Les 
patients conservent, en règle générale, une fonction pancréatique exocrine (PS, pancreatic 
sufficiency) et sont colonisés plus tardivement par P. aeruginosa (Kristidis et al., 1992, pour revues : 
Zielenski, 2000, Férec et al., 2012).  
 
 Alors que la sévérité des atteintes pancréatiques et génitales apparaît relativement bien corrélée 
aux mutations du gène CFTR, une telle corrélation est bien plus difficile à établir en ce qui concerne 
les atteintes pulmonaires. Des individus porteurs de mutations identiques pourront présenter une 
grande variabilité dans l’expression de ces atteintes (pour revue : Cutting, 2005). Diverses études 
suggèrent l’influence de facteurs environnementaux et de gènes modificateurs (variants génétiques en 
dehors du locus CFTR) dans l’expression phénotypique de la maladie pulmonaire. À titre d’exemple, 
des associations significatives ont été rapportées entre des variants des gènes codant des protéines 
engagées dans la réponse immunitaire et inflammatoire [TGFE1 (transforming growth factor beta 1), 
TNFD (tumor necrosis factor alpha), interleukines 8 et 10] et la sévérité de l’atteinte respiratoire 
(Drumm et al., 2005, Brouard et al., 2005, Corvol et al., 2008, Hillian et al., 2008, pour revue : Férec et 
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al., 2012). L’identification de ces gènes modificateurs s’avère essentielle pour une meilleure 
compréhension de la physiopathologie de la maladie.  
 
 Enfin, à côté des formes de mucoviscidose dites classiques, l’étude des relations                
génotype-phénotype a également permis d’identifier des formes modérées de la maladie (atypiques), 
souvent diagnostiquées plus tardivement et mono-symptomatiques. Ces entités cliniques sont 
regroupées sous le terme de CFTR-RD (CFTR-related disorder) ou pathologie liée au gène CFTR. 
Elles sont associées à un dysfonctionnement de la protéine CFTR mais ne remplissent pas les 
critères diagnostiques de la mucoviscidose. Parmi ces entités, sont retrouvées : la stérilité masculine 
par absence bilatérale des canaux déférents (Dumur et al., 1990, Dumur et al., 1995, Chillon et al., 
1995), certaines formes de pancréatites chroniques (Castellani et al., 2001, Audrézet et al., 2002) ou 
encore de dilatation des bronches (Pignatti et al., 1995, Girodon et al., 1997). 
 
3. Structure de la protéine CFTR
 
 Dès le clonage du gène CFTR en 1989, la séquence primaire de la protéine CFTR a été 
déterminée et alignée avec celles de protéines déjà référencées. Ces études comparatives ont révélé 
que le CFTR, glycoprotéine de 1480 acides aminés, appartient à la famille des transporteurs ABC 
(ATP-binding cassette). 
 
3.1. Les transporteurs ABC
 
  3.1.1. Généralités 
 
 Les transporteurs ABC constituent une superfamille de protéines. Ils ont été identifiés en grand 
nombre dans toutes les espèces, des procaryotes aux eucaryotes inférieurs et supérieurs. Ces 
protéines transmembranaires présentent une particularité étonnante : elles couplent la fixation et 
l’hydrolyse de l’ATP directement au transport de molécules à travers les membranes biologiques (pour 
revues : Higgins, 1992, Linton, 2007).  
 Ces protéines représentent l’une des plus grandes familles de transporteurs transmembranaires 
et les analyses de séquences suggèrent que tous les membres dériveraient d’une protéine ancestrale 
commune (Higgins et al., 1986, Saurin et al., 1999). A ce jour, près d’une cinquantaine de 
transporteurs ABC ont été découverts chez l’Homme, classés en 7 familles (ABCA à ABCG) (pour 
revues : Dean et al., 2001a,b, Dean et Annilo, 2005). 
 Les transporteurs ABC sont impliqués dans le transport d’une grande variété de substances 
(substrats) telles que des acides aminés, des peptides, des ions, des sucres, des hormones ou encore 
des xénobiotiques, des lipides et certains métaux lourds (pour revue : Higgins, 1992). Leur 
engagement dans divers processus cellulaires, comme la détoxification cellulaire et l’homéostasie 
osmotique et lipidique, et dans de nombreuses pathologies humaines (maladies génétiques, 
phénomènes de résistance aux drogues), place ces protéines membranaires parmi les plus étudiées à 
l’heure actuelle (Dean et al., 2001a,b). 
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Walker A boucle Q boucle D boucle HWalker BABC
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A.
Figure 8 (A-B) : Les transporteurs ABC : structure et mode de fonctionnement
A. Topologie générale d’un transporteur ABC et motifs caractéristiques des domaines de liaison aux nucléotides (NBDs). B. Est
schématisé ici le cas d’un exportateur ABC. Celui-ci présente, en absence d’ATP, une configuration dite « inward-facing » (position
fermée) avec les NBDs éloignés l’un de l’autre et le site de liaison au substrat (cargo) accessible au niveau des TMDs (côté
cytoplasmique). La fixation de deux molécules d’ATP au niveau des motifs Walker A et B induit la dimérisation des NBDs selon une
configuration tête-bêche, laquelle s’accompagne d’un changement conformationnel des TMDs nécessaire à l’exportation du substrat
dans l’environnement extracellulaire. L’exportateur présente alors une configuration dite « outward-facing » (position ouverte). Par             
la suite, l’hydrolyse de l’ATP et la libération de l’ADP entraîne la dissociation de l’hétérodimère NBD1/NBD2 et la restauration de                  
la position fermée de l’exportateur.
ABC : ATP-binding cassette, ADP : adénosine diphosphate, ATP : adénosine triphosphate, EC : extracellulaire, IC : intracellulaire,
NBD1 et NBD2 : domaines de liaison à l’ATP (NBDs, nucleotide binding domains), TMD1 et TMD2 : domaines transmembranaires
(TMDs, transmembrane domains)
o P-gp (glycoprotéine P), MsbA, Sav et BtuD correspondent à différents transporteurs ABC.






« outward-facing » « inward-facing »
 Au sein de cette superfamille, le CFTR est peut-être le transporteur qui suscite le plus grand 
intérêt, les mutations du gène CFTR étant responsables de la mucoviscidose. 
 
  3.1.2. Topologie générale des transporteurs ABC 
 
 Les transporteurs ABC présentent une très grande conservation dans leur séquence et dans leur 
organisation structurale. Ils sont composés de quatre domaines associés à la membrane plasmique, 
parmi lesquels sont retrouvés deux domaines hydrophobes, appelés domaines transmembranaires 
(TMDs, transmembrane domains). Ils sont constitués, dans la plupart des cas, de six segments 
transmembranaires et forment le site de reconnaissance du substrat, la nature des segments 
transmembranaires déterminant le type de molécules transportées. Les deux autres domaines sont 
impliqués dans la fixation des molécules d’ATP, dont le site de liaison est localisé au niveau des 
motifs Walker A et B. Ils sont appelés domaines de liaison aux nucléotides (NBDs, nucleotide binding 
domains) et localisés à la périphérie de la membrane (pour revues : Higgins, 1992, Linton, 2007). 
 Les NBDs contiennent des motifs caractéristiques (Figure 8.A), très conservés parmi les 
membres de cette famille (Walker et al., 1982, pour revue : Linton, 2007) :  
 
 - les motifs Walker A et B : ces séquences ne sont pas propres aux transporteurs ABC mais sont 
communes à de nombreuses protéines fixant des nucléosides triphosphates ; 
 - le motif C : situé entre les motifs Walker A et B, il constitue la « signature » spécifique des 
transporteurs ABC ; 
 - les boucles D, H et Q (D-, H-, Q-loop) : également propres à la famille des transporteurs ABC. 
 
 Ces transporteurs associent le transit de molécules de part et d’autre de la membrane plasmique 
à la liaison et à l’hydrolyse de l’ATP au niveau des NBDs (Figure 8.B). Cependant, pour certains 
représentants, la présence d’autres domaines prenant part à ce processus a été décrite (pour revue : 
Biemans-Oldehinkel et al., 2006). C’est notamment le cas de la protéine CFTR (nomenclature ABCC7, 
ATP-binding cassette transporter sub-family C member 7), qui est la seule à présenter un domaine 
accessoire cytoplasmique, appelé domaine régulateur ou domaine R. Ce domaine possède de 
nombreuses séquences consensus de phosphorylation l’impliquant dans la régulation fonctionnelle du 
CFTR (voir § 3.2.4, Riordan et al., 1989). De plus, parmi la multitude de transporteurs ABC 
répertoriés, le CFTR est l’unique membre à fonctionner comme un canal ionique (Anderson et al., 
1991b). 
 
3.2. Les différents domaines de la protéine CFTR
 
 Seule une structure cristallographique du CFTR à très basse résolution est disponible à ce jour 
(Rosenberg et al., 2004). Cependant, grâce à l’étude de la structure primaire et du profil 
d’hydrophobicité, une topologie générale de la protéine canal a été déduite. 
 De manière similaire à la plupart des transporteurs ABC, la protéine CFTR est composée de : 
deux domaines transmembranaires [TMD1 et TMD2, ou MSD1 et MSD2, (MSDs, membrane spanning 



















)LJXUH$%: Les différents domaines de la protéine CFTR
$ & %Représentation simplifiée de la topologie membranaire de la protéine CFTR. % Modélisation de la protéine CFTR entière
proposée par homologie suite à l’obtention de la structure complète du transporteur ABC bactérien Sav1866. Le canal est représenté ici
en configuration ouverte (« outward-facing »). Le code couleur utilisé est : TMD1 (bleu foncé), TMD2 (rouge), NBD1 (bleu clair),
NBD2 (orange), domaine R (gris) et résidu F508 (vert). 
(    ) : chaînes oligosaccharidiques branchées sur l’ECL4 
ABC : ATP-binding cassette, ATP : adénosine triphosphate, CFTR : cystic fibrosis transmembrane conductance regulator,                     
C-ter : extrémité C-terminale, EC : extracellulaire, ECLs : boucles extracellulaires (extra-cellular loops), IC : intracellulaire,                     
ICLs : boucles intracytoplasmiques (intra-cellular loops), MP : membrane plasmique, NBD1 et NBD2 : domaines de liaison à l’ATP
(NBDs, nucleotide binding domains), N-ter : extrémité N-terminale, R : domaine R (regulatory domain), TMD1 et TMD2 : domaines
transmembranaires (TMDs, transmembrane domains)





particularité du CFTR (Riordan et al., 1989). Les extrémités amino- et carboxy-terminales sont situées 
dans le cytoplasme de la cellule (Figure 9). D’après le profil d’hydrophobicité, 77 % des 1480 acides 
aminés composant la protéine CFTR sont cytoplasmiques, 19 % sont retrouvés dans les segments 
transmembranaires et 4 % dans les boucles extracellulaires (Akabas et al., 1997). 
 
  3.2.1. Les domaines transmembranaires (TMDs)  
 
 L’organisation et le rôle des TMDs ne sont pas encore complètement élucidés. Il est toutefois 
admis que l’assemblage des douze segments transmembranaires (TM1 à TM12) contribue à la 
formation d’un pore de sélectivité anionique et de faible conductance (6-10 picosiemens, pS) (pour 
revue : Sheppard et Welsh, 1999). 
 
a. Structure
 Les premières études structurales comparatives de la protéine CFTR avaient prédit deux 
domaines transmembranaires, composés chacun de six segments transmembranaires (TM1 à TM6 
pour TMD1 et TM7 à TM12 pour le TMD2) organisés en hélices-alpha (D) et reliés entre eux par des 
boucles intracytoplasmiques et extracellulaires. Depuis, les données structurales de basse résolution 
(Rosenberg et al., 2004) ainsi que les modélisations tridimensionnelles (3D) ont confirmé la structure 
secondaire hélicoïdale de ces domaines (Mornon et al., 2008; Serohijos et al., 2008) (Figures 9.B et 
10). 
 
b. Le pore du canal CFTR
 Même si à l’heure actuelle la connaissance du pore reste largement incomplète, d’énormes 
progrès ont été réalisés. Sa sélectivité ionique a pu être caractérisée et de nombreux modèles 
biophysiques du pore ont été développés. De plus, la mutagénèse dirigée a permis d’identifier les 
hélices transmembranaires (ainsi que certains de leurs résidus) impliquées dans la formation du pore 
et influençant sa sélectivité (pour revue : Hwang et Kirk, 2013). 
 Le pore du canal serait composé d’une région étroite dans laquelle est retrouvé le filtre de 
sélectivité anionique. Cette région est bornée par deux vestibules : intra et extracellulaires (pour 
revue : Linsdell, 2006). Déjà évoquée dès 2006, de récentes études confirment l’hypothèse selon 
laquelle l’unique « porte » du CFTR serait plutôt localisée dans la partie extracellulaire du pore (Bai et 
al., 2011, Wang et Linsdell, 2012). 
 Parmi les douze segments transmembranaires, il est aujourd’hui bien établi que le segment TM6 
joue un rôle dominant dans l’architecture du pore (Linsdell et al., 2000, McCarty et Zhang 2001, Cui et 
al., 2008, pour revue : Hwang et Kirk, 2013). L’implication du segment TM1 et plus récemment des 
segments TM5, TM11 et TM12 a également été suggérée dans la formation de ce pore (Zhang et al., 
2000, Fatehi et Linsdell, 2009, Bai et al., 2011, pour revue : Hwang et Kirk 2013). Il est actuellement 
admis que le diamètre minimal du pore du canal est de 5.3 angströms (Linsdell et al., 1997) 
 Plusieurs acides aminés semblent jouer un rôle essentiel dans le fonctionnement du pore. La 
lysine K95 (TM1), les arginines R303 (TM5) et R352 (TM6) participant au vestibule interne, attireraient 
les anions du milieu intracellulaire vers le pore (Anderson et al., 1991b, Aubin et Linsdell, 2006, Zhou 
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A. B.
Figure 10 (A-B) : Modélisation 3D de l’organisation des segments transmembranaires du CFTR
A. & B. Représentation du canal CFTR en configuration ouverte (« outward-facing »), vue de côté (A.) et de dessus (B.).
L’organisation alpha-hélicoïdale des segments est ici représentée par des rubans gris, sur lesquels sont identifiés les résidus critiques
pour la formation du pore, sa perméabilité ou encore sa conductance. Apparaissent également les hélices de couplage des quatres ICLs :
les ILC1 et 2 (TMD1) sont représentées en bleu et les ICL3 et 4 (TMD2) en rouge. Le résidu F508 (vert) ainsi que deux molécules
d’ATP (rose clair et foncé) sont aussi mentionnés sur cette modélisation.
ATP : adénosine triphosphate, CFTR : cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, ICLs : boucles intracytoplasmiques
(intra-cellular loops), TMD1 et TMD2 : domaines transmembranaires (TMDs, transmembrane domains), 3D : tridimensionnelle
A. & B. d’après Mornon et al., 2009
et al., 2010, pour revue : Linsdell, 2006). Participant au vestibule extérieur, l’arginine R334 (TM6) 
attirerait les anions du milieu extérieur vers le pore (Smith et al., 2001). La lysine K335, l’arginine 
R337, la thréonine T338 ainsi que la sérine S341, localisées dans le segment TM6, apparaissent 
également jouer un rôle majeur dans la séquence de perméabilité du canal CFTR (Linsdell et al., 
2000, McCarty et Zhang 2001, Ge et al., 2004, pour revue : Hwang et Kirk, 2013) (Figure 10). 
 
 3.2.2. Les boucles extracellulaires et intracytoplasmiques 
 
a. Les boucles extracellulaires
 Les boucles extracellulaires (ECLs, extra-cellular loops), au nombre de six dans la protéine 
CFTR (ECL1 à 6), connectent les segments transmembranaires entre eux (Figure 9). En plus de ce 
rôle physique, certains résidus des ECLs seraient aussi impliqués dans la modulation de l’activité du 
canal CFTR. Un travail récent mené par Billet et collaborateurs met en évidence l’importance de 
résidus localisés dans les boucles extracellulaires ECL2 et ECL4. A travers cette étude, deux paires 
d’acides aminés, spatialement très proches, ont été identifiées : E267-K1060 et S263-V1056. Alors 
que des mutations au niveau du couple E267-K1060 diminuent les courants chlorure (courants Cl-) 
médiés par le canal CFTR, des modifications du couple S263-V1056 les augmentent (Billet et al., 
2013b). 
 La 4ème boucle extracellulaire, qui relie les segments TM7 et TM8, présente deux sites de          
N-glycosylation constitués par les résidus asparagine situés en positions 894 et 900 (pour revues : 
Riordan, 1993, Sheppard et Welsh, 1999) (Figure 9.A). Branchées sur l’ECL4, les chaînes 
oligosaccharidiques déterminent, en fonction de leurs modifications, le stade de maturation de la 
protéine CFTR. 
 
b. Les boucles intracytoplasmiques
 Tout comme les ECLs, les boucles intracytoplasmiques (ICLs, intra-cellular loops) relient les 
segments transmembranaires. Elles sont au nombre de quatre dans la protéine CFTR (ICL1 à ICL4) 
(Figure 9). Les modèles structuraux établis pour la protéine CFTR entière révèlent que ces ICLs sont 
constituées des longues extensions alpha-hélicoïdales des segments transmembranaires (Mornon et 
al., 2008, Serohijos et al., 2008). Ces travaux démontrent également de fortes interactions entre les 
ICLs et les NBDs, lesquelles s’expliquent par la présence d’hélices de couplage dans les ICLs (Figure 
10.A). Ces liaisons permettent la transmission des signaux des NBDs aux TMDs lors des 
phénomènes d’ouverture/fermeture du canal (Mornon et al., 2009, pour revue : Hwang et Sheppard 
2009).  
 Ces boucles seraient également impliquées dans certaines régulations pharmacologiques du 
canal. La substitution de la lysine 978 par un résidu non chargé perturbe la sensibilité de la protéine à 
la glibenclamide, un inhibiteur du CFTR (Melin et al., 2007).  
 Enfin, il apparaît que les ICLs participent aussi à l’adressage et à la stabilité de la protéine CFTR 
à la membrane apicale. Une mutation localisée dans l’ICL2 (N287Y) entraîne l’augmentation de 
l’endocytose de la protéine et diminue de ce fait son temps de résidence dans la membrane 
plasmique (Silvis et al., 2003). 
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Walker A           boucle Q    « signature »                Walker B                     
NBD1    … 458GSTGAGKT465 … 493Q … 548LSGGQ552 … 560RAVYKDADLYLLD572 …
NBD2  … 1244GRTGSGKS1251 … 1291Q …1346LSHGH1350 …
(8 résidus)                   (1 résidu)              (5 résidus)                                 (13 résidus)
1358RSVLSKAKILLLD1370…
Figure 11 : Séquences des différents motifs des NBDs de la protéine CFTR
Le motif « signature » correspond au motif C, propre aux transporteurs ABC. La position des résidus apparaît grisée et est indiquée en
exposant.
ABC : ATP-binding cassette, ATP : adénosine triphosphate, CFTR : cystic fibrosis transmembrane conductance regulator,                    
NBDs : domaine de liaison à l’ATP (nucleotide binding domains)
adaptée de la thèse de A. Billet, 2010 (référence tel non disponible) et réalisée d’après les alignements de séquences de Mornon et al.,
2009
  3.2.3. Les domaines de liaison aux nucléotides (NBDs) 
 
 Le CFTR est composé de deux domaines de liaison à l’ATP : NBD1 et NBD2. Bien que cela soit 
encore discuté aujourd’hui, NBD1 s’étendrait des résidus 433 à 638 (Chan et al., 2000) et NBD2, des 
résidus 1219 à 1382 (http://www.genet.sickkids.on.ca).  
 
a. Structure et séquences consensus 
 D’après les travaux de Bianchet et collaborateurs, la structure secondaire des NBDs consiste en 
un feuillet bêta (E) central entouré par des hélices D (Bianchet et al., 1997). Par la suite, des structures 
à haute résolution des NBD1 murin et humain ont été proposées (Lewis et al., 2004).  
 De manière identique aux autres membres de la famille des transporteurs ABC, le NBD1 du 
CFTR est composé d’un noyau central analogue à l’ATPase de type F1, constitué par deux 
séquences non contigües. Ces dernières sont localisées dans les régions amino- et carboxy-
terminales, le site de liaison à l’ATP étant retrouvé au niveau de l’extrémité N-terminale. NBD1 se 
compose également d’un sous-domaine alpha-hélicoïdal contenant le résidu phénylalanine F508 
(pour revue : Molinski et al., 2012). Les travaux de Lewis et associés ont aussi révélé la présence de 
trois régions supplémentaires propres au NBD1 du CFTR, dont une située à l’extrémité N-terminale 
(résidus 404 à 436) et une autre en C-terminale (résidus 638 à 673). Ces deux régions, nommées 
« insertion régulatrice» et « extension régulatrice», sont très flexibles et présentent des résidus sérine 
phosphorylables (S422, S660 et S670) par la protéine kinase A (PKA). Le rôle de ces régions n’est 
pas encore entièrement clarifié (Lewis et al., 2004, pour revues : Molinski et al., 2012, Kim et Skach, 
2012). 
 
 Les NBDs du CFTR présentent, comme ceux des autres transporteurs ABC, des séquences 
consensus très conservées, comme les motifs Walker A et B et le motif C (Walker et al., 1982, pour 
revue : Hwang et Sheppard, 2009) (Figure 11):  
 - le motif Walker A : G-X-X-G-X-G-K-S/T (x représentant n’importe quel acide aminé) ; 
 - le motif Walker B : R-X7-h-h-h-h-D (h représentant un résidu hydrophobe) ; 
 - le motif C, propres aux transporteurs ABC : LSGGQ et LSHGH (pour NBD1 et NBD2 
respectivement). 
 
b. Fonction des NBDs 
 Ces domaines constituent des sites de liaison et d’hydrolyse de l’ATP, impliqués dans la 
régulation des mécanismes d’ouverture/fermeture de la protéine CFTR. Longuement discuté, il est 
maintenant accepté que l’action des NBDs nécessite la formation d’un hétérodimère. Suite à la 
phosphorylation du domaine R et à la fixation d’une molécule d’ATP sur chacun des NBDs, ces 
derniers s’assemblent en dimère selon un modèle d’organisation spatiale tête-bêche (« head-to-tail »). 
Cette dimérisation est suivie d’un changement conformationnel des segments transmembranaires, 
lequel s’accompagne de l’ouverture du canal (Vergani et al., 2005, Mense et al., 2006).  
 Cette hétérodimérisation piège et maintient à son interface les deux molécules d’ATP              






Figure 12 (A-B) : Modèles d’organisation spatiale tête-bêche des NBDs du CFTR 
A. Représentation schématique de l’organisation des NBDs dans une configuration ouverte du canal CFTR. Sont localisées                  
quelques-unes des mutations les plus fréquemment observées au niveau des ces domaines, à savoir la G551D (site 2), la G1349D             
(site 1) et la F508del (surface du NBD1, interface NBD1/ICL4). B. Modélisation 3D de l’hétérodimère NBD1/NBD2 humain (vue de
dessus), par des études de « protein-protein docking ». Gardant le même code couleur que la figure précédente, le NBD1 apparaît en
bleu clair (cyan) et le NBD2 en vert. Les motifs Walker A et B ainsi que la séquence « signature » et la boucle Q sont également
visualisés, respectivement en bleu foncé, magenta, rouge et jaune. Les molécules d’ATP sont quand à elles représentées en rose et
indiquées par les flèches noires.
ADP : adénosine diphosphate, ATP : adénosine triphosphate, CFTR : cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, Cl- : ion
chlorure, EC : milieu extracellulaire, IC : milieu intracellulaire, ICL4 : boucle intracytoplasmique n°4 (intra-cellular loop), NBD1 et
NBD2 : domaines de liaison à l’ATP (NBDs, nucleotide binding domains), MSD1 et MDS2 : domaines transmembranaires (MSDs,
membrane-spanning domains), P : phosphorylation du domaine R, Pi : phosphate ionorganique, RD : domaine régulateur (regulatory
domain), 3D : tridimensionnelle





des NBDs et du motif C du NBD partenaire (Lewis et al., 2004, pour revue : Hwang et Sheppard, 
2009) : 
 
 - site I, dit site « non-canonique » : formé par les motifs Walker A et B du NBD1 et le motif C 
(LSHGH) du NBD2 ; 
 - site II, dit site « canonique » : formé par les motifs Walker A et B du NBD2 et le motif C 
(LSGGQ) du NBD1. 
 
 Contrairement à d’autres transporteurs ABC, les deux NBDs du CFTR ne présentent pas la 
même activité hydrolytique. Cette dernière étant nettement négligeable pour le site I, en comparaison 
avec celle observée pour le site II (Aleksandrov et al., 2002). Cela pourrait s’expliquer par des 
différences dans la composition en acides aminés entre les NBDs, comme la présence d’une base 
catalytique (E1371) uniquement retrouvée dans la partie distale du motif Walker B du site II (Tombline 
et al., 2004) (Figure 12.A).  
 La connexion entre l’activité ATPasique des NBDs et le fonctionnement du canal CFTR a été 
interprétée de différentes façons. La majorité des études s’accorde sur le fait que la liaison et 
l’hydrolyse de l’ATP au niveau des NBDs représentent les évènements principaux du cycle 
d’ouverture/fermeture du canal CFTR. Néanmoins, il semble que le rôle des sites I et II soit différent et 
complémentaire. 
 
 Des mutations au niveau de ces domaines auront de graves conséquences, impactant le 
processus de biosynthèse de la protéine (maturation conformationnelle) jusqu’à l’activité du canal 
CFTR. Peut être citée la délétion de la phénylalanine F508 (F508del), limitant considérablement 
l’adressage de la protéine CFTR à la membrane. Ce résidu, situé à la surface du NBD1, serait engagé 
dans un contact essentiel entre NBD1 et TMD2 (par l’intermédiaire de l’ILC4), impliqué dans le 
processus d’assemblage et l’activité du canal à la membrane (Serohijos et al., 2008) (Figure 13). 
L’importance du motif C peut être soulignée par les effets sévères de mutations telles que la G551D, 
perturbant l’activation du canal CFTR à la membrane plasmique (Cutting et al., 1990).  
 Une étude rapporte que la délétion de l’ensemble du NBD2 n’empêche ni la maturation, ni 
l’adressage des protéines CFTR mutées à la membrane, où elles montrent une stabilité similaire aux 
protéines CFTR sauvages (CFTR-wt, wild-type). Toutefois, cette délétion impacterait la Po du canal 
(Cui et al., 2007). Bien qu’il soit important pour l’activité du CFTR, NBD2 n’apparaît pas essentiel pour 
la biogenèse de la protéine et pour son export à partir du RE. Enfin, en plus d’être impliquée dans 
l’effet pharmacologique des composés benzo[c]quinolizinium (MPB), l’extrémité C-terminale du NBD1 
influençerait l’adressage et l’activité du canal CFTR (Billet et al., 2010). 
 
  3.2.4. Le domaine régulateur (domaine R) 
 
 Le domaine régulateur, qui sépare NBD1 et TMD2, est un domaine spécifique à la protéine 
CFTR. Il fut nommé ainsi car l’analyse de sa séquence primaire a révélé la présence de nombreuses 











Figure 13 (A-B) : Le résidu F508 impliqué dans un contact essentiel entre NBD1 et TMD2
A. Modélisation de la protéine CFTR entière proposée par homologie suite à l’obtention de la structure complète du transporteur ABC
bactérien Sav1866. Le code couleur utilisé est le suivant : TMD1 (bleu), TMD2 (jaune), NBD1 (cyan), NBD2 (orange), domaine R
(vert) et résidu F508 (rouge). B. Zoom sur la zone de contact entre NBD1 et TMD2, laquelle s’établit via l’hélice de couplage de
l’ICL4. Le résidu F508 est localisé à l’interface ICL4/NBD1.
ABC : ATP-binding cassette, ATP : adénosine triphosphate, CFTR : cystic fibrosis transmembrane conductance regulator,                    
ICL4 : boucle intracytoplasmique n°4 (intra-cellular loop), NBD1 et NBD2 : domaines de liaison à l’ATP (NBDs, nucleotide binding
domains), TMD1 et TMD2 : domaines transmembranaires (TMDs, transmembrane domains)
d’après la revue de Molinski et al., 2012
A. B.
Figure 14 : Localisation des résidus sérine et thréonine phosphorylables par la PKA
Quinze résidus potentiellement phosphorylables par la PKA ont été identifiés. Majoritairement localisés sur le domaine R, ils sont ici
représentés schématiquement par des cercles noirs (sites dibasiques) et des triangles et carrés blancs (sites monobasiques). La plupart
des phosphosérines sont activatrices, cependant les résidus sérine S737 et S768, représentées par des cercles rouges, s’avèrent être
inhibitrices. Trois résidus sérine potentiellement phosphorylables par la PKA sont, quant à eux, localisés au niveau du NBD1. Il s’agit
des résidus S422, S660 et S670, représentés schématiquement par des cercles et triangles marrons.
domaine R o (x), (x) : sites dibasiques, phosphosérines activatrices / inhibitrices, (' & ฀) : sites monobasiques
NBD1 o (x) : sites dibasiques, (   ) : sites monobasiques
ATP : adénosine triphosphate, NBD1 : domaine de liaison à l’ATP (nucleotide binding domain), PKA : protéine kinase A
adaptée de la revue de Seibert et al., 1999
a. Structure du domaine R
 Initialement délimité par les résidus 588 et 855 (Riordan et al., 1989), des études plus récentes 
mentionnent que ce domaine s’étalerait des résidus 634 à 835 (Chan et al., 2000, Csanady et al., 
2000, http://www.genet.sickkids.on.ca). 
 
 Dès 1994, une étude a suggéré que ce domaine R serait en fait constitué de deux sous-
domaines : RD1 et RD2 (Dulhanty et Riordan, 1994). S’étalant des résidus 634 à 672, RD1 présente 
une séquence hautement conservée entre les espèces. Ce sous-domaine serait impliqué dans la 
maturation du CFTR mais également dans l’ouverture du canal, en modulant des interactions 
dynamiques entre NBD1 et les sites de phosphorylation du domaine R (Pasyk et al., 1998). D’après 
les structures cristallographiques de Lewis et associés, ce domaine correspondrait à l’ « extension 
régulatrice » du NBD1 (Lewis et al., 2004). S’étalant des résidus 672 à 835, RD2 présente, quant à lui, 
une séquence très variable entre les espèces. La plupart des résidus sérine phosphorylables étant 
localisés dans ce sous-domaine, RD2 possède un rôle essentiel dans l’activation du canal CFTR (Rich 
et al., 1993). 
 Une étude structurale du domaine R rapporte que ce domaine ne possède pas de repliement 
précis, mais plutôt une structure lâche. Ceci lui permettrait d’interagir avec de multiples résidus 
localisés sur d’autres domaines du CFTR (Ostedgaard et al., 2000). 
 
b. Sites de phosphorylation
 Le domaine R est caractérisé par la présence de nombreuses séquences consensus 
potentiellement phosphorylables par la PKA (Figure 14). Huit séquences dibasiques de type             
R-R/K-X-S/T et quatre séquences monobasiques de type R/K-X-S/T sont décrites pour la PKA tout le 
long du RD2 (Riordan et al., 1989, pour revue : Seibert et al., 1999). Concernant les séquences 
dibasiques, les résidus sont localisés en position S686, S700, S712, S737, S768, T788, S795 et 
S813. Les résidus S/T phosphorylables des séquences monobasiques sont retrouvés en position 
S690, S753, T787, S790. Cinq résidus sérine sont susceptibles d’être phosphorylés in vivo par la 
PKA : S700, S737, S768, S795 et S813. À noter aussi la présence de trois résidus sérine dans 
NBD1 : S422, S660 et S670. La sérine S660, localisée comme la sérine S670 dans l’ « extension 
régulatrice » du NBD1, serait potentiellement phosphorylable in vivo par la PKA (Cheng et al., 1991, 
Picciotto et al., 1992, Hegedus et al., 2009). Il est admis que la phosphorylation de ces multiples sites 
par la PKA entraîne des effets additifs sur l’activité du canal. Aucun site n’apparaît être essentiel. Des 
travaux démontrent que les canaux CFTR deviennent complètement insensibles à la PKA seulement 
après l’élimination de quinze sites de phosphorylation (Hegedus et al., 2009, pour revues : Seibert et 
al., 1999, Hwang et Kirk, 2013). 
 La plupart de ces phosphosérines sont activatrices, mais certaines s’avèrent être inhibitrices. 
C’est notamment le cas des résidus sérine S737 et S768 (Figure 14), la perturbation de ces sites 
augmentant l’activité du CFTR (Wilkinson et al., 1997, Csanady et al., 2005). La sérine S768 serait 
également un site reconnu par la protéine kinase activée par l’adénosine monophosphate (AMPK, 
AMP-activated protein kinase), sa phosphorylation inhibant la stimulation du CFTR par la PKA 
(Kongsuphol et al., 2009, King et al., 2009).  
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 Le rôle principal du domaine R est de moduler l’activation de la protéine CFTR, sa 
phosphorylation par la PKA étant un prérequis pour l’ouverture du canal (pour revues : Gadsby et 
Nairn, 1999a,b, Ostedgaard et al., 2001). D’autres protéines kinases tiendraient également un rôle 
dans ce processus : en particulier la protéine kinase C (PKC) qui serait capable de potentialiser 
l’activation du CFTR par la PKA (Chappe et al., 2004). Des phosphatases comme PP2A et PP2C 
(protéines phosphatases 2, groupe A et C) seraient, quant à elles, impliquées dans la désactivation du 
canal CFTR (Berger et al., 1993, Becq et al., 1994). 
 
  3.2.5. Les extrémités de la protéine CFTR 
 
a. L’extrémité N-terminale 
 Cette extrémité, qui s’étendrait des résidus 1 à 80, joue un rôle important dans l’adressage et la 
régulation de l’activité du canal CFTR. Des protéines CFTR mutées (délétion totale ou partielle de la 
queue N-terminale) sont correctement synthétisées mais se montrent incapables de quitter le RE et, 
de ce fait, d’atteindre la membrane plasmique (Prince et al., 1999). L’extrémité N-terminale 
influencerait également l’ouverture du canal en contrôlant la phosphorylation dépendante de la PKA 
du domaine R, ceci par l’intermédiaire d’interactions interdomaines (Naren et al., 1999). Enfin, il est 
aussi connu que la queue N-terminale du CFTR est capable d’interagir avec d’autres protéines, 
comme la syntaxine 1A (protéine SNARE, Soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor Attachement 
protein REceptor) et les filamines. Ces interactions sont impliquées dans la régulation de l’activité et la 
stabilité du canal CFTR à la membrane apicale. 
 
b. L’extrémité C-terminale 
 La queue C-terminale du CFTR s’étalerait des résidus 1383 à 1480. Cette extrémité présente un 
motif 1477DTRL1480 lui permettant d’être reconnue par de multiples protéines à domaine PDZ. Ces 
diverses interactions sont décrites pour moduler le transport intracellulaire du CFTR (compartiment 
post-golgien), sa stabilité dans la membrane plasmique ainsi que son activité.  
 
  3.2.6. Structure quaternaire de la protéine CFTR 
 
 L’élucidation de la structure quaternaire de la protéine CFTR a fait, et continue de faire l’objet de 
nombreux travaux. L’état oligomérique de la protéine CFTR reste très discuté. Les différentes 
approches biochimiques, électrophysiologiques et de microscopie menées à ce jour rapportent 
l’existence de différents états d’oligomérisation pour la protéine CFTR insérée dans les membranes 
plasmiques. Les deux principales organisations décrites sont : l’état dimérique (Zerhusen et al., 1999, 
Wang et al., 2000b, Ramjeesingh et al., 2001, Li et al., 2004, Schillers et al., 2004, Mio et al., 2008) et 
l’état monomérique (Marshall et al., 1994, Chen et al., 2002, Rosenberg et al., 2004).  
 
 Contrairement à la majorité des études citées précédemment, le groupe de A.S. Verkman s’est 
penché sur l’état oligomérique de la protéine CFTR dans la membrane plasmique des cellules 
vivantes. L’utilisation de la microscopie de fluorescence par réflexion totale interne (TIRF, total internal 
reflexion fluorescence microscopy) s’est révélée idéale pour l’étude de fluorescence à une seule 
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molécule, des interfaces et membranes (single molecule fluorescence imaging). L’analyse de 
l’intensité des spots et du « photobleaching » apporte de solides preuves quant à la structure 
monomérique du CFTR dans la membrane plasmique des cellules vivantes. Sous cette forme, un 
polypeptide CFTR seul serait suffisant et fonctionnel pour un transport efficace des ions Cl- et 
bicarbonates (HCO3
-) (Haggie et Verkman, 2008). 
 
  3.2.7. Modélisation tridimensionnelle de la protéine CFTR 
 
 Des structures de haute résolution pour la protéine CFTR entière ne sont actuellement pas 
disponibles. Du fait de sa grande taille [a170 kilodalton (kDa)], l’obtention de tels modèles par 
l’utilisation des techniques de modélisation moléculaire expérimentale classiques s’avère difficile. Les 
techniques d’alignement de séquences et de modélisation comparative ont été, et continuent donc 
d’être largement utilisées pour la détermination de sa structure 3D. 
 
 Dans un premier temps, les techniques d’alignement de séquences et de cristallographie ont 
permis de proposer différents modèles pour NBD1 et l’hétérodimère NBD1/NBD2 (Lewis et al., 2004, 
Lewis et al., 2005, Callebaut et al., 2004). La même année, une étude de cristallographie a soumis un 
modèle basse résolution de la protéine CFTR entière (Rosenberg et al., 2004). La détermination de la 
structure complète du transporteur ABC bactérien Sav1866 (Dawson et Locher, 2007) a conduit à la 
proposition de deux modèles de la protéine CFTR entière (Mornon et al., 2008, Serohijos et al., 2008). 
Ces modèles présentent la protéine en configuration dite « outward-facing » (position ouverte), avec la 
présence de l’hétérodimère NBD1/NBD2 (Figures 9.B et 13.A). Enfin, l’utilisation de structures 
corrigées de transporteurs MsbA, en absence d’ATP, a permis de suggérer un modèle pour le canal 
CFTR en configuration « inward-facing » (position fermée), avec la présence des NBDs sous forme 
monomérique non liés à l’ATP (Mornon et al., 2009). 
 L’obtention de tels modèles est essentielle. La vue en 3D de la protéine CFTR entière permettra 
d’apporter de nombreux renseignements, notamment sur les différentes interactions interdomaines 
mises en place et les conséquences engendrées par des modifications d’acides aminés sur l’activité 
du canal. Ces modélisations fourniront également de précieuses informations sur le mode d’action des 
molécules correctrices et potentiatrices (sites possibles d’interaction avec la protéine CFTR). 
 
4. Le CFTR, une protéine multifonctionnelle
 
 Dès l’identification de sa structure primaire, il fut établi que le CFTR pouvait être le canal chlorure 
défectueux responsable de la mucoviscidose ou un régulateur de conductances ioniques (Riordan et 
al., 1989). Bien que de nombreux travaux rapportent l’influence du CFTR sur l’activité de plusieurs 
canaux ioniques et autres transporteurs, des preuves expérimentales solides indiquent que le canal 






4.1. Le CFTR : un canal ionique aux perméabilités nombreuses
 
  4.1.1. Propriétés et modalités d’activation et de désactivation du canal 
 
a. Propriétés du canal
 Diverses approches électrophysiologiques mises en place au début des années 1990 ont établi 
un lien entre l’expression d’une protéine CFTR fonctionnelle à la membrane plasmique et la sécrétion 
d’ions Cl- dépendante de l’AMPc (adénosine monophosphate cyclique) à travers les épithélia (Drumm 
et al., 1990, Rich et al., 1990). De plus, elles ont également permis de s’assurer que la sécrétion Cl- 
était bien médiée par la protéine CFTR elle-même (Rommens et al., 1991, Bear et al., 1991, Bear et 
al., 1992).  
 
 Parallèlement à cela, d’autres expérimentations ont apporté des informations essentielles sur les 
propriétés du canal et sur ses modalités d’ouverture et de fermeture. Le CFTR présente une 
sélectivité plus grande pour les anions que pour les cations. Cette sélectivité anionique s’explique par 
la présence de certains acides aminés dans les segments transmembranaires participant à la 
formation du pore (Anderson et al., 1991b, Bear et al., 1992, Tabcharani et al., 1997, voir § 3.2.1). Il 
est caractérisé par une faible conductance, comprise entre 6 et 10 pS en fonction des conditions 
expérimentales mises en place (type cellulaire, concentration en ions, température) (Anderson et al., 
1991b, Bear et al., 1992, pour revue : Sheppard et Welsh, 1999). Le CFTR est perméable aux ions Cl- 
mais également à d’autres ions halogénures tels que les ions iodure (I-), bromure (Br-) et fluorure (F-), 
avec la séquence de perméabilité suivante : Br- > Cl- > I- > F- (Anderson et al., 1991b). Cette dernière 
est principalement influencée par l’énergie d’hydratation des anions (Smith et al., 1999, pour revue : 
Bormann et al., 1987). Cette séquence distingue le CFTR des autres canaux chlorure épithéliaux, 
comme le canal ORCC, qui présente une perméabilité aux ions I- supérieure à celle observée pour les 
ions Cl- (pour revue : Sheppard et Welsh, 1999). 
 Ces différentes études ont aussi permis de préciser que l’activation du canal CFTR est modulée 
par des phénomènes de phosphorylation/déphosphorylation de son domaine R (Tabcharani et al., 
1991). Par ailleurs, la liaison de molécules d’ATP sur les NBDs s’avère essentielle pour l’ouverture de 
ce canal chlorure (Anderson et al., 1991a). 
 
b. De la liaison et de l’hydrolyse de l’ATP dépend l’ouverture et la fermeture du canal CFTR 
(« gating of CFTR »)
 Déjà unique au sein des transporteurs ABC, ce canal présente une autre remarquable distinction. 
Contrairement aux canaux ioniques classiques à ouverture dépendante d’un ligand (par exemple le 
récepteur nicotinique de l'acétylcholine), le CFTR est le seul à consommer son ligand, en l’occurrence 
l’ATP, pendant son cycle d’ouverture/fermeture. Ce phénomène unique s’explique par l’évolution de 
ce transporteur ABC en un canal ionique (pour revues : Gadsby et al., 2006, Chen et Hwang, 2008). 
 x Importance du site II dans l’ouverture et la fermeture du canal CFTR 
 L’ouverture du canal CFTR requiert la phosphorylation préalable de son domaine R par des 
protéines kinases. Ce prérequis établit, l’ATP va pouvoir aller se fixer sur les motifs Walker A et B de 
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chacun des NBDs, favorisant leur dimérisation dans une configuration tête-bêche (Vergani et al., 
2005). Les molécules d’ATP se retrouvent ainsi coincées entre les motifs Walker A et B de l’un des 
NBDs et le motif C du NBD partenaire, qui constituent les sites dits « composites » I et II localisés à 
l’interface du dimère [voir § 3.2.3 (Figure 12)]. 
 Le magnésium (Mg2+) représente un cofacteur essentiel, qui se doit d’être associé à l’ATP pour 
une ouverture optimale du CFTR (Dousmanis et al., 2002). L’interaction du Mg2+ avec le résidu 
aspartate du motif Walker B aide à la liaison de l’ATP sur les NBDs. De plus, il s’avère essentiel pour 
l’hydrolyse du nucléotide, engagée dans la fermeture du canal (Hwang et al., 1994, Ramjeesingh et 
al., 1999, Vergani et al., 2005, pour revue : Hwang et Kirk, 2013). 
 
 La majorité des études s’accorde sur le fait que la dimérisation des NBDs entraîne des 
changements conformationnels des domaines transmembranaires, responsables de l’ouverture du 
canal. Toutefois, le mécanisme de couplage n’est, à l’heure actuelle, pas encore clarifié et reste 
discuté. L’interaction de l’ATP avec le site de liaison II semble primordiale pour l’ouverture du canal 
(Zhou et al., 2006) et plusieurs études démontrent le rôle crucial du motif LSGGQ du NBD1. La mise 
en place d’un pont hydrogène entre certains résidus de ce motif, notamment la glycine G551, et le 
groupement J-phosphate de l’ATP serait impliquée dans la transmission d’un signal nécessaire à 
l’ouverture de la « porte » du canal (Bompadre et al., 2007, Bompadre et al., 2008, pour revue : 
Hwang et Sheppard, 2009). 
 De nombreuses données expérimentales témoignent de la corrélation entre l’hydrolyse de l’ATP 
et la fermeture du canal. Des analogues non hydrolysables de l’ATP, tels que l’AMP-PNP (adenylyl 
imidodiphosphate) ou le pyrophosphate (PPi), bloquent le canal CFTR dans un état ouvert stable 
(Gunderson et Kopito 1994, Hwang et al., 1994, Carson et al., 1995). Ce blocage en configuration 
ouverte est également observé lorsque des mutations sont opérées au niveau de deux résidus 
essentiels pour une hydrolyse efficace de l’ATP, à savoir les résidus K1250 et E1371 (Gunderson et 
Kopito, 1995, Ramjeesingh et al., 1999, Zeltwanger et al., 1999, Bompadre et al. ,2005b, Vergani et 
al., 2005, Stratford et al., 2007). Déjà mentionné précedemment, le site I présente une activité 
catalytique négligeable en comparaison avec celle décrite pour le site II [Aleksandrov et al., 2002, voir 
§ 3.2.3 (Figure 12.A)]. Ainsi, il est maintenant clairement établi que l’hydrolyse de l’ATP au niveau du 
site II est responsable de la dissociation de l’hétérodimère NBD1/NBD2 et donc de la fermeture du 
canal (pour revues : Gadsby et al., 2006, Chen et Hwang, 2008).  
 x Modèles proposés pour le cycle d’ouverture/fermeture du canal CFTR 
 D’après les différentes données accumulées à ce jour, chaque cycle (ouverture/fermeture) du 
canal CFTR, d’une durée d’environ 1 seconde (Li et al., 1996), pourrait être modélisé de la manière 
suivante : i) phosphorylation du domaine R, menant à des changements conformationnels favorisant 
la liaison de l’ATP sur les NBDs, ii) fixation de l’ATP sur les sites de liaison des NBDs, conduisant à 
leur dimérisation, laquelle s’accompagne d’un changement de conformation des TMDs responsable 
de l’ouverture de la « porte » externe du canal et du passage des ions Cl- (~ 106/cycle), et                       
iii) hydrolyse de l’ATP au niveau du site « composite » II, entraînant la dissociation de l’hétérodimère 






Figure 15 (A-B) : Modèles proposés pour le cycle d’ouverture/fermeture du canal CFTR
A. Modèle proposé par Vergani et collaborateurs en 2005, lequel présente un état fermé du canal sans une dissociation complète de
l’hétérodimère. NBD1 et NBD2 apparaissent respectivement en vert et en bleu. B. Modèle proposé par Tsai et collaborateurs en 2010
reposant sur une mobilité limitée des NBDs au cours des cycles d’ouverture/fermeture. Selon ce modèle, le passage de l’état O à C2 (et
C2 à O) serait la transition dominante, reposant sur un désassemblage partiel des NBDs, avec le site 1 occupé par une molécule d’ATP
stablement liée. La transition C1 o C2’ o O o C2 o C1 a également été proposée, cette dernière se concluant par la dissociation
complète du dimère NBD1/NBD2.
ADP : adénosine diphosphate, ATP : adénosine triphosphate, C : état fermé du canal (closed), CFTR : cystic fibrosis transmembrane
conductance, NBD1 et NBD2 : domaines de liaison à l’ATP (NBDs, nucleotide binding domains), O : état ouvert du canal (open),                 
Pi : phosphate inorganique, TMD1 et TMD2 : domaines transmembranaires (TMDs, transmembrane domains)
A. d’après la revue de Gadsby et al., 2006, B. d’après la revue de Hwang et Sheppard, 2013
 La fermeture du canal peut se développer sans une séparation complète de l’hétérodimère 
NBD1/NBD2, comme illustré sur la Figure 15.A (pour revue : Kirk et Wang, 2011). En cohérence avec 
ce concept, Tsai et collaborateurs proposent en 2010 un nouveau modèle reposant sur une mobilité 
limitée des NBDs. Suite à l’hydrolyse de l’ATP au niveau du site II, la fermeture du canal serait plus 
généralement associée à un état partiellement dimérisé des NBDs. Pendant que plusieurs cycles 
liaison/hydrolyse de l’ATP sont observés au niveau du site II, entraînant ouverture et fermeture du 
canal CFTR, le site I reste quant à lui occupé par une molécule d’ATP stablement liée. Cependant, 
cette molécule d’ATP pourra occasionnellement se dissocier de son site de liaison, entraînant une 
dimérisation totale des NBDs. Selon les auteurs, en fonction de l’état d’organisation des NBDs 
[monomères ou dimère partiel (site non-canonique occupé par une molécule d’ATP)], la transition vers 
la configuration ouverte du canal CFTR se ferait par différentes voies. Deux cycles distincts 
d’ouverture/fermeture ont ainsi été proposés (Tsai et al., 2010) (Figure 15.B). 
 
 Le canal CFTR serait également capable de mettre en place des cycles d’ouverture/fermeture de 
manière indépendante de l’ATP, avec toutefois une cinétique une plus lente (Bompadre et al., 2005a, 
Bompadre et al., 2007, Cui et al., 2007, Wang et al., 2007a). Ce mécanisme moléculaire, non 
conventionnel, a d’ailleurs été avancé récemment pour expliquer le mode d’action du potentiateur          
VX-770 (Eckford et al., 2012, Jih et Hwang, 2013).  
 
 Bien que des progrès considérables aient été effectués, l’obtention de structures de haute 
résolution pour la protéine CFTR entière s’avère essentielle pour une compréhension complète des 
mécanismes d’ouverture et de fermeture de ce canal (pour revue : Hwang et Kirk, 2013). 
 
c. Le processus de phosphorylation du canal CFTR
 La phosphorylation du domaine R par les protéines kinases est un prérequis essentiel pour 
l’ouverture du canal en présence de MgATP (Li et al., 1996, pour revues : Gadsby et Nairn 1999a, 
Ostegaard et al., 2001).  
 x Implication de la protéine kinase A 
 Les effets de la phosphorylation par la protéine kinase dépendante de l’AMPc sur l’activation du 
canal CFTR sont très certainement les mieux caractérisés. De nombreuses séquences consensus 
potentiellement phosphorylables par la PKA ont été décrites (15 au total), la majorité étant répartie 
tout le long du domaine R [Riordan et al., 1989, pour revue : Seibert et al., 1999, voir § 3.2.4           
(Figure 14)]. 
 
 S’il est bien établi que l’ouverture du canal est fortement inhibée en présence d’un domaine R 
non phosphorylé, les conséquences moléculaires engendrées par la phosphorylation et favorisant 
l’ouverture du canal ne sont pas claires. L’addition de charges négatives apportées par les groupes 
phosphoryles ainsi que des changements conformationnels du domaine font partie des hypothèses 
les plus souvent avancées (Rich et al., 1993). Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer 
la régulation de l’ouverture du CFTR par la phosphorylation par la PKA. Trois mécanismes sont à 
considérer, lesquels sont résumés dans le Tableau II. 
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CFTR : cystic fibrosis transmembrane conductance regulator , domaine R : domaine régulateur
ICLs : boucles intracytoplasmiques (intra-cellular loops ), NBDs : domaines de liaison aux nucléotides (nucleotide binding domains )
PKA : protéine kinase A, TMDs : domaines transmembranaires (transmembrane domains ), TMs : transmembranaires
d’après la revue de Hwang et Kirk, 2013
Tableau II : Mécanismes de régulation de l’ouverture du canal CFTR par la PKA
Mécanismes Description Références
I
la phosphorylation du domaine R par la PKA module la 
dimérisation des NBDs :                                           
 Mense et al., 2006
Baker et al., 2007
ƕLQWHUDFWLRQVG\QDPLTXHVHQWUHOHGRPDLQH5HW1%'
ƕODSKRVSKRU\ODWLRQSDUOD3.$GXGRPDLQH5SURPHXWODGLVVRFLDWLRQ
entre ce dernier et NBD1       liant NBD1, le domaine R non phosphorylé inhibe l'activité              
canal chlorure du CFTR en empêchant la dimérisation des NBDs,     
responsable de l'ouverture du canal 
II
la phosphorylation du domaine R par la PKA affecte l'ouverture         
du canal indépendamment de la dimérisation des NBDs :                
Cui et al. , 2007              
Wang et al., 2007
Wang et al., 2010b
Bompadre et al., 2007
Hegedus et al.,  2008 
Zhang et al., 2010
ƕO
LQWHUDFWLRQSK\VLTXHHQWUHOHGRPDLQH5SKRVSKRU\OpHWOHVVHJPHQWV
TMs et/ou leurs ICLs conduirait à un réarrangement conformationnel 
des TMDs favorable à l'ouverture du canal 
III
la phosphorylation du NBD1 par la PKA stabiliserait le couplage 
entre les NBDs et les TMDs :                                       
Kanelis et al., 2009
ƕOHVLQWHUDFWLRQVG\QDPLTXHVHQWUH1%'HW70'VHUDLHQWUpJXOpHV
par la phosphorylation du NBD1                                       un tel mécanisme pourrait s'opérer en parallèle avec                    
la phosphorylation du domaine R, potentialisant l'activation                
du CFTR par la PKA
 La phosphorylation par la PKA peut ainsi impacter le processus d’ouverture/fermeture du canal 
de multiples façons. Ces différentes études soulignent également l’importance des interactions 
interdomaines pour un fonctionnement optimal du CFTR. Déjà en 1999, Naren et collaborateurs 
révélaient que l’extrémité N-terminale contrôlait l’ouverture du canal CFTR par l’intermédiaire d’une 
interaction physique avec le domaine R (Naren et al., 1999). Depuis, le nombre croissant d’études de 
modélisation 3D de la protéine CFTR n’a fait que confirmer ces observations et fourni des informations 
précieuses sur le rôle crucial de certaines interfaces NBD/ICL pour une transmission efficace du signal 
des NBDs aux TMDs (Serohijos et al., 2008, He et al., 2008, Mornon et al., 2008). Ces travaux ont 
également mis en exergue l’importance du résidu F508 (localisé à la surface du NBD1) dans la 
communication orthogonale entre NBD1 et TMD2, via l’ICL4. 
 x Implication d’autres protéines kinases 
 A côté de la voie AMPc/PKA, d’autres kinases sont également impliquées dans l’activité du canal 
CFTR. C’est le cas de la PKC, de la protéine kinase dépendante du Ca2+ et de la calmoduline (CaMK, 
Ca
2+
/calmodulin-dependent kinase), de la protéine kinase II dépendante du GMPc (guanosine 
monophosphate cyclique) ou PKG, de la protéine kinase CK2 (caseine kinase 2) et de l’AMPK. 
Cependant, les mécanismes moléculaires mis en place ne sont pas encore bien compris. Ne seront 
discutées ici que quelques études relatives à la PKC, la CK2 et l’AMPK. 
 
 Certains résidus du domaine R potentiellement phosphorylables par la PKA sont également 
reconnus par la PKC (Picciotto et al., 1992, Jia et al., 1997, Chappe et al., 2003). Néanmoins, le 
domaine R présente aussi des sites de phosphorylation propres à la PKC. Cette kinase est capable de 
stimuler seule le CFTR, mais un concept accepté depuis longtemps est qu’elle améliore l’activation du 
canal CFTR par la PKA. Des changements conformationnels du domaine R suite à sa phosphorylation 
par la PKC faciliteraient l’action de la PKA (Jia et al., 1997, Chappe et al., 2003, Chappe et al., 2004). 
 
 La protéine kinase CK2 est une protéine hétérotétramérique composée de deux sous-unités 
catalytiques D (47 kDa) et de deux sous-unités régulatrices E (26 kDa). Elle est engagée dans le 
contrôle de nombreux processus biologiques tels que le transport protéique, la prolifération cellulaire 
(inhibition de l’apoptose) et le développement.  
 Cette kinase posséderait également un rôle majeur dans la régulation de l’activité du canal 
CFTR. La CK2 est capable de lier la protéine CFTR aux abords du résidu F508 et de phosphoryler la 
sérine S511 (in vitro et in vivo), impactant positivement les courants Cl- AMPc-dépendants. L’utilisation 
d’un inhibiteur spécifique de la CK2, le TBB (tétrabromobenzotriazole), tout comme la mutation de la 
sérine S511, perturbent fortement le processus d’ouverture/fermeture du CFTR. Selon les auteurs, 
l’activité CK2 serait requise pour que le canal CFTR demeure en configuration ouverte suite à la 
stimulation par la PKA (Treharne et al., 2007, Treharne et al., 2009). L’interaction entre NBD1 et la 
CK2 est sélectivement abolie par la mutation F508del, expliquant l’insensibilité des cellules exprimant 
le mutant CFTR-F508del face à l’inhibition de la CK2 (Treharne et al., 2007, Treharne et al., 2009). 
Une étude menée à partir de tissus natifs (côlon et trachée de souris) confirme le rôle crucial de la 
CK2 dans le transport transépithélial des électrolytes, médié par le canal CFTR (Luz et al., 2011). Ces 
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travaux révèlent aussi l’importance de deux autres sites phosphorylables par la CK2, la sérine S422 et 
la thréonine T1471. Alors que la phosphorylation de la S422 contribuerait à l’activation du canal, celle 
de la T1471 influencerait le transport du CFTR à la membrane (Luz et al., 2011).  
 
 L’AMPK est un senseur métabolique essentiel pour la cellule. Elle se présente sous la forme 
d’un complexe hétérotrimérique composé d’une sous-unité catalytique D et de deux sous-unités 
régulatrices E et J.  
 Des expériences de double-hybride ont révélé une interaction entre l’isoforme 1 de la sous-unité 
catalytique D de l’AMPK (AMPKD1) et l’extrémité C-terminale de la protéine CFTR (résidus 1420-
1457). Ces mêmes travaux rapportent également : i) une phosphorylation (in vitro) du CFTR entier par 
l’AMPKD1, ii) une colocalisation de ces deux protéines à la membrane apicale de cellules épithéliales 
nasales de rat et iii) une inhibition (~ 35-50 %) de la conductance chlorure (conductance Cl-)           
AMPc-dépendante, lorsque les deux protagonistes sont exprimés dans des ovocytes de Xénope 
(Hallows et al., 2000). 
 La phosphorylation du CFTR par l’AMPK affecte son processus d’ouverture/fermeture mais 
n’impacte pas son niveau d’expression dans la membrane plasmique. Ce senseur métabolique 
jouerait un rôle essentiel, en ajustant l’activité du canal CFTR en fonction de la charge énergétique 
cellulaire. L’activité régulatrice de l’AMPK permettrait ainsi de coupler le transport ionique 
transépithélial à l’état métabolique de la cellule (Hallows et al., 2003a,b, pour revue : Hallows, 2005).  
 Des études entreprises pour caractériser les mécanismes de régulation du CFTR par l’AMPK 
confirment sa phosphorylation in vivo (S768). Par ailleurs, l’AMPK n’altère pas la phosphorylation du 
canal par les kinases A et C, mais semble plutôt rendre le CFTR insensible à la stimulation par la 
PKA, inhibant ainsi l’ouverture du canal (King et al., 2009).  
 La NDPK (nucleoside diphosphate kinase), identifiée comme partenaire du CFTR (Crawford et 
al., 2006), est capable d’interagir physiquement et fonctionnellement avec l’AMPKD1 (Crawford et al., 
2005, Crawford et al., 2006, pour revue : Muimo et al., 2006). Des travaux récents rapportent 
l’existence d’un complexe cellulaire fonctionnel apical composé du CFTR, de l’AMPK et de l’isoforme 
NDPK-A. La phosphorylation de cette dernière sur son histidine catalytique (H118) serait requise pour 
permettre à l’AMPK d’exercer son action inhibitrice sur le canal CFTR (King et al., 2012).  
 
d. Désactivation du CFTR par les phosphatases et le rôle joué par les seconds messagers
 x Régulation par les protéines phosphatases 
 L’ouverture du canal CFTR est modulée par l’équilibre entre l’activité kinase et phosphatase. 
Lorsque le transport transépithélial des électrolytes n’est pas nécessaire, l’activité des protéines 
phosphatases maintient le canal CFTR dans un état déphosphorylé et inactif (Becq et al., 1994). La 
désactivation du canal par les phosphatases est bien moins documentée que le contrôle de 
l’activation du CFTR par les protéines kinases. PP2A et PP2C semblent être les deux phosphatases 
principalement engagées dans la désactivation rapide du canal CFTR (Berger et al., 1993, Luo et al., 
1998). Certaines phosphatases présentent des motifs d’ancrage à la membrane, favorisant leur 
colocalisation avec la protéine CFTR au niveau apical. Ce rapprochement spatial permet d’expliquer la 
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rapidité d’action de ces enzymes (Becq et al., 1993). Par ailleurs, des études rapportent une 
interaction physique entre le CFTR et les protéines PP2A et PP2C (Zhu et al., 1999, Thelin et al., 
2005, Vastiau et al., 2005). PP2A serait capable de lier l’extrémité C-terminale du CFTR (Thelin et al., 
2005) ainsi que son domaine R (Vastiau et al., 2005).  
 x Régulation par les seconds messagers 
 L’activation de la PKA est contrôlée par l’AMPc, dont la concentration intracellulaire repose sur 
l’équilibre entre sa synthèse par l’adénylate cyclase (AC) et sa dégradation par les phosphdiestérases 
(PDEs). Toute baisse importante des taux d’AMPc intracellulaires perturbera l’action de la PKA et 
impactera, de ce fait, l’activation du canal CFTR. Ceci explique l’utilisation de molécules telles que la 
forskoline (activateur de l’AC) ou encore de xanthines comme l’IBMX (3-isobutyl-1-methylxanthine) 
(inhibiteur des PDEs) lors des mesures d’activité in vitro de la protéine CFTR. 
 
 Une ouverture optimale du canal CFTR repose, entre autres, sur une compartimentation      
sous-membranaire de l’AMPc. Cette configuration va permettre d’activer efficacement la PKA, laquelle 
est localisée au sein de complexes de signalisation macromoléculaires regroupant le CFTR, NHERF1, 
l’erzine et l’actine (pour revue : Li et Naren, 2010). 
 
  4.1.2. Autres types de perméabilité 
 
a. Perméabilité aux anions polyatomiques
 En plus d’être perméable à de nombreux ions monovalents, le canal CFTR présente également 
une perméabilité à divers anions polyatomiques. Très tôt, des études ont pu mettre en évidence le 
défaut de sécrétion des ions HCO3
- dans le pancréas de patients atteints de mucoviscidose et 
l’acidification des fluides recouvrant la surface épithéliale d’autres organes et tissus (Johansen et al., 
1968, Kopelman et al., 1988). Plus tard, des travaux ont révélé le transport de cet ion par le canal 
CFTR lui-même, dans les épithélia du tractus digestif (Gray et al., 1990) et des voies aériennes (Devor 
et al., 1999, Coakley et al., 2003). Les ions HCO3
- apparaissent être, avec les ions Cl-, les deux 
principaux anions transportés par le canal CFTR au niveau physiologique (pour revue : Riordan, 
2008). Un autre exemple est la perméabilité aux ions thiocyanates (SCN-). Leur transport à la surface 
de l’épithélium bronchique permet la génération d’hypothiocyanite, qui participe à l’élimination des 
agents pathogènes S. aureus et P. aeruginosa (Moskwa et al., 2007). 
 
 Les travaux menés par le groupe de J.W. Hanrahan ont permis d’établir la séquence de 
perméabilité suivante : nitrate (NO3
-) > Cl - > HCO3
- > formate (HCO2
-) > acétate (CH3CO2
-) (Linsdell et 
al., 1997). Les ions SCN- n’apparaissent pas ici, mais seraient placés en amont des ions NO3
- (pour 
revue : Hwang et Kirk, 2013). Le canal CFTR n’est toutefois pas perméable au pyruvate, propanoate, 
gluconate, méthanesulfonate et à l’éthanesulfonate (Linsdell et al., 1997). 
 
b. Perméabilité au gluthation 
 Le gluthation (GSH) est un tripeptide possédant un fort pouvoir antioxydant, protégeant les 
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Figure 16 : La libération CFTR-dépendante de l’ATP impliquée dans la régulation de canaux ioniques 
Deux modèles décrivent la libération d’ATP dans le milieu EC à la surface des épithélia : directement par le canal CFTR ( ) ou
indirectement via un transporteur distinct ou par la régulation du trafic de vésicules véhiculant l’ATP (       ).
AMPc : adénosine monophosphate cyclique, ATP : adénosine triphosphate, CaCC : Ca2+-activated chloride channel, CFTR : cystic
fibrosis transmembrane conductance, Ca2+ : ion calcium, Cl- : ion chlorure, EC : extracellulaire, ENaC : epithelial sodium channel,              
IC : intracellulaire, Na+ : ion sodium, P2Y2 : récepteur purinergique, PKA/PKC : protéine kinase A et C, ORCC : outwardly rectifying
chloride channel




species). Il est retrouvé en très grande quantité dans le liquide de surface pulmonaire, où il représente 
l’antioxydant extracellulaire majeur. Le canal CFTR semble directement impliqué dans le transport 
apical du GSH. Il serait d’ailleurs le seul transporteur perméable à ce tripeptide dans les poumons 
(Linsdell et Hanrahan, 1998, Kogan et al., 2003). Au vu des rôles essentiels assurés par ce peptide, la 
perturbation de son homéostasie va fortement influencer l’atteinte pulmonaire. Des répercussions au 
niveau de la réponse immunitaire et des propriétés rhéologiques du mucus pourront conduire à 
l’aggravation des phénomènes inflammatoires (Childers et al., 2007, pour revue : Hudson, 2001). 
 
  4.1.3. Le CFTR et le transport d’ATP 
 
 Très rapidement après la caractérisation de sa fonction de canal ionique, son implication dans 
les mécanismes de sécrétion de l’ATP à la surface des épithélia a été suggérée. Bien que de 
nombreuses études fassent état d’un lien entre l’activation du CFTR et le transport d’ATP, les résultats 
avancés restent pour le moins discutés. La libération de l’ATP dans le milieu extracellulaire se fait-elle 
directement à travers le canal CFTR lui-même ou de manière indirecte via un mécanisme contrôlé par 
le CFTR (pour revue : Schwiebert, 1999) ?  
 Alors que Reisin et collaborateurs montrent clairement la perméabilité du CFTR à l’ATP (Reisin 
et al., 1994), d’autres travaux prouvent que les transports d’ions Cl- et d’ATP se font par deux canaux 
distincts et que la régulation du flux d’ATP par le CFTR serait indirecte (Li et al., 1996, Reddy et 
al.,1996). Un argument en faveur de la non-perméabilité du CFTR à l’ATP est que la taille de ce 
nucléotide (~ 10 angströms) est supérieure au diamètre minimal du pore du canal CFTR                        
(~ 5.3 angströms) (Linsdell et al., 1997, pour revue : Marcet et Boeynaems, 2006). 
 
 L’hypothèse la plus vraisemblable, et sur laquelle s’accordent différents auteurs, serait que la 
protéine CFTR régule l’activité d’un canal transportant l’ATP de manière spécifique (Sugita et al., 
1998, pour revue : Marcet et Boeynaems, 2006). Cette fonction du CFTR s’avère essentielle pour le 
maintien de l’homéostasie des fluides recouvrant les surfaces épithéliales. En effet, l’ATP présent 
dans le milieu extracellulaire va pouvoir interagir avec les récepteurs purinergiques P2Y2, activant les 
voies de signalisation qui lui sont associées (Figure 16). L’ATP participerait ainsi à la régulation de 
certains canaux présents à la surface des cellules épithéliales tels que les canaux ORCC et ENaC 
(pour revue : Marcet et Boeynaems, 2006). 
 
4.2. Le CFTR : une protéine régulatrice de canaux ioniques et transporteurs
 
 Avant même que sa conductance ionique propre n’ait été reconnue, le CFTR avait déjà été décrit 
comme protéine régulatrice de l’activité d’une grande variété de canaux ioniques et transporteurs. 
L’hypothèse d’une fonction régulatrice a été émise au regard du nombre important de 
dysfonctionnements observés dans les épithélia des patients atteints de mucoviscidose. Peuvent être 
citées, la conductance ionique altérée d’autres canaux chlorure, comme le canal ORCC, ou encore 
l’hyperabsorption des ions Na+ par le canal ENaC. Ces observations sont d’ailleurs à l’origine de la 
dénomination de cette protéine, CFTR pour : « cystic fibrosis transmembrane conductance regulator » 
ou régulateur de conductances membranaires.  
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 Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer ces diverses régulations. Il reste 
cependant de nombreux points à éclaircir. Ce contrôle s’explique-t-il par la présence du polypeptide 
CFTR lui-même ou dépend-il de la conductance anionique qu’il médie ? Comment un seul canal 
ionique peut moduler l’activité de tant d’autres protéines ? La formation de complexes 
macromoléculaires apicaux assurée par des protéines à domaine PDZ est une des hypothèses 
avancées pour répondre à cette question. Ces protéines d’échafaudage permettraient l’instauration 
d’un dialogue entre la protéine CFTR et diverses voies de transport ionique transépithélial apical (pour 
revue : Li et Naren, 2010).  
 
  4.2.1. Le CFTR et les canaux chlorure (TMEM16A/F) 
a. CFTR et ORCCs (TMEM16F, transmembrane protein 16F)
 Le canal chlorure rectifiant sortant, localisé dans la membrane apicale (et basolatérale) des 
cellules épithéliales, participe à la sécrétion des ions Cl- et présente une régulation par l’AMPc. 
Considérant ses propriétés, il fut un temps suspecté d’être la protéine déficiente dans la 
mucoviscidose (Frizzell et al., 1986, Welsh, 1986). Très rapidement après le clonage du gène, il a été 
établi que le CFTR était impliqué dans la conductance membranaire des canaux ORCC (Egan et al., 
1992). La présence apicale d’une protéine CFTR fonctionnelle serait requise pour une pleine activité 
des ORCCs (Gabriel et al., 1993, Jovov et al., 1995). Plusieurs mécanismes de régulation ont été 
proposés, et notamment un mécanisme autocrine/paracrine impliquant l’efflux d’ATP dans le milieu 
extracellulaire [Schwiebert et al., 1995, Hwang et al., 1996, voir § 4.1.3 (Figure 16)]. Des études 
fonctionnelles (protéine CFTR tronquée) ont également permis de démontrer l’implication et la 
nécessité du NBD1 et du domaine R dans la régulation du canal ORCC (Schwiebert et al., 1998). 
 
b. CFTR et CaCCs (TMEM16A, transmembrane protein 16A)
 L’appellation CaCC regroupe une famille de canaux chlorure activés par les ions Ca2+, dont la 
nature (protéines et gènes) demeurait jusqu’à très récemment encore inconnue. Ils sont retrouvés 
dans la membrane apicale des cellules épithéliales des voies respiratoires où, avec le CFTR, ils 
participent au transport transépithélial des électrolytes et de l’eau (Tarran et al., 2002, pour revue : 
Hartzell et al., 2005) (Figure 1). Ces canaux peuvent être activés directement par les ions Ca2+, suite 
à l’activation (dépendante de l’ATP) de la voie de signalisation associée aux récepteurs P2Y2 apicaux 
ou à l’influx d’ions Ca2+ via des canaux calciques présents à la surface des cellules [Orai1 (CRACM1, 
calcium release-activated calcium modulator 1), TRP (transient receptor potentiel)]. Les CaCCs 
peuvent également être activés indirectement, suite à leur phosphorylation par la kinase CaMKII (pour 
revue : Hartzell et al., 2005). 
 
 L’identité moléculaire des CaCCs a été dévoilée récemment avec l’identification de la protéine 
TMEM16A, également connue sous le nom d’anoctamine-1 (ANO1) (Caputo et al., 2008, Schroeder et
al., 2008, Yang et al., 2008). Selon certaines données [siRNA (small interfering RNA) et modèle murin 
« knock-out » pour le gène ANO1], TMEM16A jouerait un rôle prédominant dans le transport               
Ca2+-dépendant des ions Cl- à travers l’épithélium des voies aériennes (Ousingsawat et al., 2009). 
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Toutefois, du fait de son activation transitoire, la contribution de TMEM16A dans la sécrétion Cl- 
apicale est moindre que celle assurée par le canal CFTR.  
 Longtemps considérées comme non fonctionnellement liées, les connaissances acquises 
récemment tendent à rapprocher les sécrétions Cl- dépendantes de l’AMPc (CFTR) de celles 
dépendantes du calcium (TMEM16A). Le dialogue (« crosstalk ») entre ces deux voies de sécrétion 
Cl- interviendrait à plusieurs niveaux : i) l’activation des récepteurs purinergiques, comme P2Y2 et 
P2Y6, conduit à l’augmentation de la concentration intracellulaire en AMPc et en ions Ca
2+, ii) l’activité 
des enzymes contrôlant les taux d’AMPc intracellulaires (AC, PDEs) est influencée par les ions Ca2+, 
iii) inversement, l’activité de certaines protéines impliquées dans le contrôle du Ca2+ intracellulaire, 
telles que la pompe SERCA [serco(endo)plasmic reticulum calcium ATPase] et les récepteurs à 
l’inositol 1,4,5-triphosphate (IP3), est modulée par l’AMPc, iv) la concentration intracellulaire en                
ions Cl- impacte le transport des ions Ca2+ à travers la membrane du RE et leur influx au niveau de la 
surface cellulaire (via Orai1 et TRP), v) les canaux CFTR et TMEM16A peuvent interagir de manière 
directe ou par l’intermédiaire de protéines d’échafaudage (NHERF1), vi) le CFTR promeut l’adressage 
de récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) à la membrane plasmique (notamment liés à la          
sous-unité GDq/11), conduisant à l’augmentation de la concentration intracellulaire en ions Ca2+ et à 
l’activation du canal TMEM16, et enfin vii) le messager IRBIT (IP3-receptor binding protein), libéré 
suite à la liaison de l’IP3 sur son récepteur, pourrait interagir avec le CFTR apical et réguler son 
activité (pour revue : Kunzelmann et al., 2012). 
 
  4.2.2. Le CFTR et le canal potassique ROMK 
 
 Les canaux ROMK (renal outer medullary potassium) appartiennent à la famille des canaux 
potassiques à rectification entrante. Ils sont principalement localisés dans la membrane apicale des 
cellules épithéliales rénales (Ho et al., 1993, Lee et Hebert, 1995), où ils jouent un rôle essentiel dans 
le contrôle des transports transépithéliaux des électrolytes et de l’eau (Mennitt et al., 1997). 
L’expression et l’activité de ces canaux peuvent être modulées par un certain nombre de facteurs tels 
que le pH intracellulaire, les niveaux d’ATP intra et extracellulaires ou encore la présence de 
molécules sulfonylurées comme le glibenclamide (pour revue : Hebert et al., 2005). 
 La protéine CFTR est fortement exprimée dans le néphron. Son activité régulatrice sur les 
canaux ROMK a été suggérée dès 1996 (Morales et al., 1996), sa présence étant requise pour la 
sensibilité des canaux ROMK au glibenclamide et à l’ATP (McNicholas et al., 1996, Ruknudin et al., 
1998, Lu et al., 2006). La relation fonctionnelle entre les canaux ROMK et CFTR serait basée sur la 
formation d’un complexe macromoléculaire apical impliquant les protéines NHERF1 et NHERF2 et les 
motifs PDZ présents sur les deux canaux (Yoo et al., 2004). Plus récemment, il a été montré que cette 
régulation n’était pas réciproque. En effet, l’absence des canaux ROMK n’altère pas la sécrétion Cl- 






  4.2.3. Le CFTR et le canal sodique ENaC 
 
 ENaC est un canal sodique propres aux cellules épithéliales. Localisé dans la membrane apicale, 
il assure l’absorption des ions Na+ à travers de nombreux épithélia : tube collecteur du rein, tractus 
digestif et respiratoire (McDonald et al., 1994, pour revue : Garty et Palmer, 1997). L’activité de ce 
canal sensible à l’amiloride est finement régulée, impliquant différents facteurs comme des hormones 
(aldostérone) ou l’ATP (Kunzelmann et al., 2002, Ma et al., 2002, pour revue : Garty et Palmer, 1997). 
Au niveau de l’épithélium de surface des voies respiratoires, son activité est également contrôlée par 
une balance protéases/inhibiteurs de protéases, présents dans l’ASL (Gentzsch et al., 2010).  
 
 Dès 1995, des travaux font le lien entre le canal CFTR et ENaC, rapportant la régulation 
inhibitrice exercée par le CFTR sur le canal sodique (Stutts et al., 1995). Observée dans différents 
modèles cellulaires (Mall et al., 1996, Ling et al., 1997, Briel et al., 1998), la régulation de la 
conductance sodique, sensible à l’amiloride, par le CFTR est également décrite dans les épithélia 
respiratoire et colonique humains (Mall et al., 1998, Mall et al., 1999). La diminution des courants 
sodiques constatée dans les cellules épithéliales provenant de patients non-CF n’est en effet pas 
enregistrée dans les cellules provenant de patients CF (Mall et al., 1998). 
 
 L’inhibition de l’activité du canal ENaC par le CFTR fait l’objet de nombreuses études. 
Néanmoins, le(s) mécanisme(s) moléculaire(s) impliqué(s) reste(nt) discuté(s). Une régulation 
négative par l’ATP extracellulaire fait partie des hypothèses avancées [voir § 4.1.3 (Figure 16)]. La 
mise en place de la cascade de signalisation associée aux récepteurs P2Y2 permet l’activation de la 
PKC, laquelle conduit à une diminution de l’expression membranaire des canaux ENaC (pour revue : 
Schwiebert et al., 1999). Les flux d’ions Cl- médiés par le CFTR et la concentration intracellulaire en 
ions Cl- semblent également importants. L’inhibition du canal ENaC serait corrélée à l’amplitude des 
courants Cl- (König et al., 2001). Selon certains auteurs, la relation fonctionnelle entre le CFTR et 
ENaC impliquerait une interaction physique entre les deux canaux. Celle-ci pourrait être directe, et 
engager les domaines NBD1 et R du CFTR et les extrémités C-terminales des sous-unités D et E du 
canal ENaC (Kunzelmann et al., 1997, Schreiber et al., 1999a, Ji et al., 2000), ou s’établir par 
l’intermédiaire d’éléments du cytosquelette tels que l’actine (pour revue : Schwiebert et al., 1999). 
 Plus récemment, une étude a confirmé l’association physique entre ENaC et la forme sauvage 
du CFTR, laquelle protégerait ENaC de l’endoprotéolyse nécessaire à son activation (Gentzsch et al., 
2010). Enfin, l’implication de la protéine CFTR-wt dans la régulation de l’adressage à la membrane 
des canaux ENaC endogènes a aussi été suggérée. Cela permettrait d’expliquer l’expression 
fonctionnelle élevée des canaux ENaC dans les épithélia respiratoires CF (Rubenstein et al., 2010). 
 
 Il est aujourd’hui défendu par de nombreux auteurs qu’un défaut d’expression et/ou de 
fonctionnalité du CFTR dans la membrane apicale des cellules épithéliales est à l’origine d’une 
hyperabsorption d’ions Na+ et d’eau. Toutefois, deux études relativement récentes remettent en cause 
ce concept et indiquent que l’absorption excessive d’ions Na+ n’existe pas dans les voies aériennes 
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Figure 17 (A-B) : Quel modèle pour la pathologie pulmonaire dans la mucoviscidose ?
A. L’épithélium de surface des voies aériennes est composé de plusieurs types cellulaires (cellules ciliées, caliciformes, intermédiaires,
basales, de Clara et neuroendocrines) et serait impliqué dans la réabsorption des électrolytes. L’épithélium des glandes sous-muqueuses
consiste en une partie proximale muqueuse et une partie distale séreuse. Il est engagé, entre autres, dans la sécrétion des électrolytes,
laquelle contribue à la formation de la fine couche de liquide recouvrant la surface des voies aériennes. L’équilibre entre                              
les phénomènes de sécrétion et d’absorption détermine le degré d’hydratation de l’ASL, dont dépend l’efficacité de la clairance
mucociliaire. B. À ce jour la question n’est toujours pas tranchée de savoir si c’est le défaut de sécrétion des ions Cl-, médiée par                    
le CFTR principalement au niveau des glandes sous-muqueuses (      ), ou l’hyperabsorption des ions Na+ et d’eau par l’épithélium de
surface (      ), qui compromet le transport de mucus conduisant à l’infection bactérienne observée dans les poumons des patients.     
ASL : liquide de surface des voies aériennes (airway surface liquid), CF : cystic fibrosis, CFTR : cystic fibrosis transmembrane
conductance, Cl- : ion chlorure, LB : lame basale, Na+ : ion sodium, PCL : liquide périciliaire (periciliary liquid)
A. d’après la thèse de T. Jolly, 2010 (référence tel non disponible), B. adaptée de la revue de Kunzelmann et Schreiber, 2012
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des protéines CFTR et ENaC au niveau des cellules ciliées de l’épithélium bronchique humain. Alors 
que le CFTR est observé dans la membrane apicale de ces cellules, le canal ENaC serait, quant à lui, 
exprimé au niveau des cils vibratiles (Enuka et al., 2012). Ces observations continuent d’alimenter le 
débat quant à la contribution du canal ENaC dans le développement de la maladie pulmonaire dans la 
mucoviscidose (Figure 17). Cette dernière est-elle causée par une trop faible sécrétion anionique (Cl-) 
au niveau des glandes sous-muqueuses ou par une trop forte absorption des électrolytes (Na+) par 
l’épithélium de surface ? (Collawn et al., 2012, pour revue : Kunzelmann et Schreiber, 2012). 
 À l’heure actuelle, deux modèles sont proposés pour expliquer la mise en place de la 
pathogenèse pulmonaire chez les patients atteints de mucoviscidose. D’un côté, le défaut de transport 
des ions Cl- (médié par le CFTR) conduirait à une modification de la composition de l’ASL. Inactivant 
les peptides antimicrobiens, elle rendrait les voies aériennes incapables de se défendre contre les 
attaques bactériennes (Smith et al., 1996). De l’autre, l’absence ou un canal CFTR non fonctionnel à 
la surface apicale de l’épithélium des voies aériennes va : i) compromettre la production du PCL par 
les glandes sous-muqueuses (sécrétion Cl- diminuée) et ii) altérer l’ajustement du volume du PCL par 
l’épithélium de surface (absorption Na+ et eau augmentée). Contribuant à la déshydratation de l’ASL, 
ces défauts vont fortement impacter l’efficacité du transport du mucus et de la clairance bactérienne 
(Matsui et al., 1998, Collawn et al., 2012, pour revues : Frizzell et Hanrahan, 2012). Ce deuxième 
modèle, incriminant l’absence d’interaction fonctionnelle entre CFTR et ENaC dans le développement 
de la maladie pulmonaire, rejoint le concept généralement accepté par la communauté scientifique.  
 
 4.2.4. Le CFTR et le canal calcique TRPC6 
 
 L’épithélium respiratoire CF présente un contrôle anormal de l’homéostasie calcique 
intracellulaire. La stimulation de cellules CF par des agonistes du calcium, comme l’ATP ou 
l’histamine, conduit à une mobilisation calcique plus importante que dans des cellules non-CF. 
Toutefois, une normalisation des réponses calciques est observée suite au réadressage de la protéine 
CFTR-F508del à la membrane plasmique (Antigny et al., 2008a,b, pour revue : Antigny et al., 2011).  
 Afin d’expliquer le lien entre les niveaux anormaux de calcium observés dans les cellules CF et le 
défaut d’expression et/ou de fonctionnalité du CFTR, un couplage entre les canaux CFTR et TRPC6 
(transient receptor potentiel canonical) a été proposé (Antigny et al., 2010). Ce dernier appartient à la 
famille des canaux TRP, impliqués dans l’entrée des ions Ca2+ dans les cellules. TRPC6 est l’une des 
isoformes les plus exprimées dans les lignées cellulaires épithéliales MM39 (non-CF) et CF-KM4 (CF), 
où il est présent, avec le CFTR, au sein d’un même complexe protéique. Par ailleurs, l’utilisation de           
siRNA-CFTR dans les cellules non-CF entraîne une augmentation de l’influx calcique dépendant de 
TRPC6, reproduisant ainsi le scénario observé dans les cellules CF. Ces résultats démontrent 
l’importance de la présence du CFTR à la membrane pour la régulation de l’homéostasie calcique 
intracellulaire par le canal TRPC6 (Antigny et al., 2010). Cette régulation s’avérerait bidirectionnelle 
puisque l’utilisation de siRNA-TRPC6 dans les cellules non-CF conduit à une diminution de l’activité 
du canal CFTR. Il est à noter que ce lien fonctionnel a également été observé dans des cultures 
primaires de cellules épithéliales pulmonaires (Antigny et al., 2010). 
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- est un constituant majeur des liquides sécrétés par les épithélia du tractus 
respiratoire, digestif et reproducteur. En plus de jouer son rôle de tampon, il affecte la solubilité de 
macromolécules (enzymes digestives, mucines) et d’ions dans les fluides biologiques (Ishiguro et al., 
2007, pour revue : Li et Naren, 2010). À titre d’exemple, la viscosité des mucines est fortement 
influencée par le pH du fluide dans lequel elles sont sécrétées, l’acidification de ce dernier contribuant 
à leur hyperviscosité (Krouse et al., 2004).  
 
 Le transport des ions HCO3
- est assuré par le canal CFTR et des échangeurs Cl-/HCO3
- tels les 
transporteurs anioniques SLC26 (solute carrier 26) (Ishiguro et al., 2007, pour revue : Lee et al., 
2001). Le CFTR est aussi impliqué indirectement dans le contrôle de l’homéostasie des ions HCO3
-, 
en exerçant une activité régulatrice sur certains membres de la famille des SLC26, dont SLC26A3 
(DRA) et SLC26A6 (PAT1). Une corrélation entre la stimulation du CFTR par l’AMPc et l’augmentation 
des échanges Cl-/HCO3
- a notamment été rapportée au niveau des canaux pancréatiques de souris. 
Une nouvelle fois, l’interaction fonctionnelle entre ces différentes entités repose sur la mise en place 
d’un complexe macromoléculaire apical engageant NHERF1 (Gray, 2004, Singh et al., 2009). Ce 
couplage semble réciproque. En effet, la présence de SLC26A3 augmente considérablement la Po du 
canal CFTR. Des interactions entre les domaines R du CFTR et STAS (sulfate transporter antagonist 
of anti-sigma factor) des transporteurs SLC26 permettraient une amélioration mutuelle de leur activité 
respective (Ko et al., 2002, Ko et al., 2004). 
 Plus récemment, un couplage physique et fonctionnel a été observé entre le canal CFTR et le 
transporteur anionique SLC26A8 (TAT1). Ce complexe moléculaire serait impliqué dans la régulation 
du transport des ions Cl- et HCO3
- lors de la capacitation des spermatozoïdes (Rode et al., 2012). 
 
 Enfin, un lien fonctionnel entre le CFTR et un autre membre des SLC26 a été mis en évidence 
dans l’épithélium bronchique. Il s’agit du SLC26A9, principalement considéré comme un canal 
chlorure et présentant une conductance minimale pour les ions HCO3
-. Des travaux démontrent sa 
régulation par les WNKs (with no lysine kinases) mais également par la protéine CFTR (Dorwart et al., 
2007, Bertrand et al., 2009). SLC26A9 contribue à la sécrétion constitutive et dépendante de l’AMPc 
des ions Cl- à travers l’épithélium bronchique humain, activité qui requiert néanmoins la présence d’un 
CFTR fonctionnel dans la membrane apicale (Bertrand et al., 2009). Cette régulation serait 
bidirectionnelle et impliquerait un lien physique entre les deux canaux ioniques. En effet, SLC26A9 et 
le CFTR semblent exister au sein d’un même complexe protéique et SLC26A9 stimulerait l’expression 
et l’activité canal chlorure du CFTR dans des lignées cellulaires épithéliales bronchiques humaines 
(Avella et al., 2010). 
 
  4.2.6. Le CFTR et les aquaporines 
 
 Les mouvements d’eau à travers les épithélia sont régulés par le transport des électrolytes et 
s’effectuent suivant le gradient de pression osmotique. Ces mouvements peuvent se faire par des 
voies de type paracellulaire, mais également en utilisant des canaux appelés aquaporines (AQPs). 
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Ces protéines forment des pores dans les membranes cellulaires et permettent, en plus du transport 
de l’eau, celui d’une grande variété de solutés (glycérol, mannitol, sorbitol) de part et d’autre de la 
membrane (pour revue : Li et Naren, 2010). 
 
 L’augmentation de la perméabilité à l’eau observée dans des ovocytes de Xénope suite à 
l’expression et à l’activation du CFTR, suggère son engagement dans la régulation positive des 
aquaporines (Schreiber et al., 1999b , Schreiber et al., 2000). La relation entre le CFTR et l’AQP9 est 
peut-être la mieux caractérisée. L’AQP9 est une aquaporine majeure du système reproducteur 
masculin, exprimée de manière constitutive dans l’épithélium de l’épididyme (Pastor-Soler et al., 2001, 
Pietrement et al., 2008). La perméabilité à l’eau d’ovocytes de Xénope est potentialisée suite à la         
co-expression du CFTR et de l’AQP9 de l’épididyme de rat (Cheung et al., 2003). De plus, 
colocalisées dans les cellules principales de l’épididyme et du canal déférent, l’inhibition du CFTR 
conduit à une perméabilité altérée au glycérol (Pietrement et al., 2008). Ces différentes observations 
démontrent l’importante activité régulatrice du CFTR sur l’AQP9. Par ailleurs, l’existence du complexe 
macromoléculaire CFTR/NHERF1/AQP9 faciliterait l’activation de l’AQP9 par l’AMPc (pour revue :          
Li et Naren, 2010).  
 Il est alors tout à fait possible d’imaginer, qu’en impactant la composition du fluide luminal de 
l’épididyme, la perturbation de la coopération entre le CFTR et l’AQP9 contribue à la pathogenèse de 
l’infertilité masculine dans la mucoviscidose. 
 
4.3. Autres fonctions du CFTR
 
 La protéine CFTR participe à de nombreux processus biologiques, qui sont pour la plupart 
intimement liés à ses fonctions de canal ionique (Cl-, HCO3
- et SCN-) et de protéine régulatrice de 
canaux ioniques et transporteurs.  
 Le CFTR est impliqué dans la régulation du volume cellulaire (Vennekens et al., 1999, Ando-
Akatsuka et al., 2002) et dans certains évènements liés aux membranes, comme l’exocytose des 
vésicules de sécrétion et la fusion des endosomes (Montserrat et al., 1996, Biwersi et al., 1996). Par 
ailleurs, un défaut d’expression et/ou de fonctionnalité du canal peut affecter le transcriptome (Xu et 
al., 2003) et la résistance transépithéliale (LeSimple et al., 2010). Le CFTR modulerait aussi la 
communication intercellulaire, s’expliquant par l’activité régulatrice qu’il exerce sur les jonctions 
communicantes (Chanson et al., 1996, Brezillon et al., 1997, Chanson et al., 1999). À ce propos, une 
interaction physique et fonctionnelle entre le CFTR et certaines connexines (Cxs), telle que la Cx45, a 
été démontrée (Kotsias et Perracchia, 2005). La protéine CFTR est également engagée dans la 
régulation du pH (intra et extracellulaire) et joue un rôle important dans la réponse inflammatoire. 
Seuls ces deux derniers points seront développés ici.  
 
  4.3.1. Régulation du pH 
 
 L’acidification de certains compartiments intracellulaires est influencée par la présence du CFTR. 
C’est le cas des phagolysosomes des macrophages alvéolaires, où un environnement acide est 
nécessaire à l’activité des enzymes protéolytiques engagées dans l’élimination des bactéries 
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internalisées (Di et al., 2006). Chez les patients, un défaut d’expression du CFTR dans la membrane 
phagolysosomale se traduit donc par une digestion défectueuse des bactéries phagocytées (Di et al., 
2006, Swanson, 2006).  
 En contrôlant la neutralisation de l’acidité gastrique intraluminale, le CFTR garantit une action 
optimale des enzymes digestives. Enfin, le pH du liquide de surface des épithélia respiratoire et 
digestif influence fortement les propriétés physico-chimiques des mucines sécrétées et, de ce fait, les 
propriétés rhéologiques du mucus (Krouse et al., 2004, pour revue : Riordan et al., 2008). 
 
  4.3.2. Rôle dans l’inflammation 
 
 Dans la mucoviscidose, la maladie pulmonaire se définit par des infections bactériennes 
chroniques et une réponse inflammatoire anormalement élevée. Malgré le développement de 
nombreux modèles d’études cellulaires et animaux, la question de savoir si l’inflammation précède ou 
non l’infection initiale n’est toujours pas tranchée. D’un côté, la colonisation bactérienne des voies 
aériennes serait l’évènement initiateur à l’origine de la mise en place du processus inflammatoire. De 
l’autre, des études démontrent l’existence d’un état pro-inflammatoire intrinsèque dans les voies 
aériennes des malades, avec une augmentation des marqueurs de l’inflammation (activation de la 
voie NF-NB, nuclear factor kappa-B) en absence même d’infection (Verhaeghe et al., 2007). Cet état, 
observé précocement, aggrave l’obstruction des voies aériennes, laquelle favorise les infections 
bactériennes qui exacerbent la réponse inflammatoire. 
 
 Depuis quelques années, des travaux rapportent une implication directe de la protéine CFTR 
dans ce processus. Cette dernière présenterait des propriétés pro- ou anti-inflammatoires, selon 
qu’elle soit normale ou mutée.  
 Lors d’un stress du RE, la mise en place de l’UPR (unfolded protein response) peut à son tour 
activer la réponse inflammatoire, via la stimulation de la voie NF-NB par les cascades de signalisation 
associées aux trois protéines « senseurs » : IRE1 (inositol requiring 1), ATF6 (activating transcriptor 
factor 6) et PERK (PKR like endoplasmic reticulum kinase) (pour revue : Kitamura et al., 2011).Une 
surexpression de certains marqueurs de l’UPR, tels que les chaperonnes GRP78 et GRP94 (glucose-
regulated protein, 78 or 94 kDa) et la protéine effectrice ATF6, a été décrite dans des cellules 
exprimant le mutant F508del de la protéine CFTR (Kerbiriou et al., 2007, Bartoszewski et al., 2008, 
Gomes-Alves et al., 2010). De telles observations apportent la preuve qu’un stress du RE est bien 
induit dans ces cellules. Il est alors tout à fait possible d’imaginer que, dans certaines conditions, le 
déclenchement de l’UPR peut contribuer à la réponse inflammatoire exagérée observée au niveau de 
l’épithélium bronchique des malades. 
 D’autres travaux montrent, pour leur part, le rôle essentiel joué par le CFTR-wt apical dans le 
contrôle de l’inflammation. Des cellules non-CF traitées avec un inhibiteur spécifique du CFTR, le 
CFTRinh172, présentent une activation de la voie NF-NB. Celle-ci se reflète par l’augmentation de la 
production d’interleukines pro-inflammatoires comme l’interleukine 8 (Perez et al., 2007, Vij et al., 
2009, Hunter et al., 2010). Ces constatations suggèrent que le CFTR possède une activité                  













































Figure 18 : Processus de biosynthèse et transport intracellulaire de la protéine CFTR
Est schématisé ici le parcours la protéine CFTR, depuis sa biogenèse dans le RE jusqu’à son recyclage apical :
1- biosynthèse de la chaîne polypeptidique dans le RE : repliement co- et post-traductionnel, glycosylation partielle
2- transport des précurseurs immatures présentant une conformation correcte vers l’appareil de Golgi
3- dégradation des précurseurs mal conformés (ex : CFTR-F508del) par la voie ubiquitine-protéasome
4- achèvement de la maturation de la protéine CFTR dans l’appareil de Golgi, glycosylation complexe
5- transport vésiculaire depuis le réseau trans-golgien vers la membrane apicale
6- internalisation rapide clatherine-dépendante
7- recyclage efficace de la protéine CFTR depuis les endosomes de recyclage
8- dégradation lysosomale
Remarque : attention, sur ce schéma certaines molécules CFTR ne sont pas orientées dans le bon sens. Lors de la biosynthèse, les ECLs
sont normalement localisées dans la lumière du RE alors que NBD1, le domaine R et NBD2 sont quant à eux cytosoliques (face externe
de la membrane du RE).
ATP : adénosine triphosphate, CFTR : cystic fibrosis transmembrane conductance, NBD1 et NBD2 : domaines de liaison à l’ATP
(NBDs, nucleotide binding domains), RE : réticulum endoplasmique
adaptée de la revue de Molinski et al., 2012
récepteurs membranaires [TNFR1 (récepteur au TNFD), IL-1ER (interleukin-1 receptor) et TLR (toll 
like receptor)] (Bodas et Vij, 2010). Ainsi, le phénomène inflammatoire exacerbé rencontré dans les 
voies respiratoires des malades pourrait également s’expliquer par la perte d’activité du canal CFTR à 
la surface cellulaire. 
 
5. La voie de sécrétion de la protéine CFTR : du RE à la membrane apicale
 
 Comme toute protéine membranaire, le canal CFTR devra franchir de multiples étapes avant 
d’atteindre la membrane apicale des cellules épithéliales (Figure 18). Dès sa biosynthèse dans le RE, 
il devra satisfaire un certain nombre de critères lui permettant d’être exporté vers l’appareil de Golgi, 
où il complètera sa maturation. 
 La présence du CFTR à la surface cellulaire sera modulée par les multiples partenariats mis en 
place, depuis sa biogenèse et tout au long de son transport intracellulaire. Inséré dans la membrane 
apicale, l’activité du canal sera également régulée par de nombreuses interactions protéine-protéine, 
s’établissant, pour la plupart, par l’intermédiaire des extrémités N- et C-terminales du CFTR.  
 
 5.1. Biosynthèse de la protéine CFTR : étapes précoces de la voie de sécrétion
 
 Dans les cellules eucaryotes, la majorité des protéines membranaires est synthétisée dans le 
RE, ceci par l’intervention de la particule de reconnaissance du peptide signal (SRP, signal recognition 
particle). Cette dernière reconnaît une séquence d’adressage située sur la chaîne polypeptidique 
naissante, permettant : i) l’ancrage du complexe ARNm/ribosome (ou RNC, ribosome nascent chain 
complex) au niveau de la membrane du RE et ii) son transfert vers le translocon Sec61, formant ainsi 
le complexe ribosome/translocon (RTC, ribosome translocon complex). En tant que protéine 
membranaire, le CFTR répond également à ce processus de biosynthèse. Sa translocation dans le 
RE est initiée, selon les modèles, par l’insertion dans la bicouche lipidique du RE du segment 
transmembranaire TM1 ou TM2 (pour revue : Kim et Skach, 2012). 
 
 L’assemblage de la protéine CFTR repose sur un repliement coordonné des domaines 
individuels et sur l’établissement de contacts interdomaines essentiels à l’élaboration d’une structure 
physiologiquement stable. Ces contacts se mettent en place dans trois compartiments cellulaires 
distincts : la lumière du RE, la membrane du RE et le cytosol.  
 Lors de sa biogenèse, le repliement et l’assemblage de la protéine CFTR sont surveillés par le 
système de contrôle de qualité du RE (ERQC, endoplasmic reticulum quality control) (Wang et al., 
2006, Skach, 2006). En s’associant aux polypeptides naissants et néo-synthétisés, ces chaperons et 
co-chaperons facilitent le repliement des domaines du CFTR et promeuvent un assemblage correct de 
la protéine. À ce stade, si cette dernière satisfait le système ERQC, elle quitte le RE pour rejoindre 
l’appareil de Golgi. Si les précurseurs se trouvent dans l’incapacité d’adopter un niveau de 
conformation correct, ils pourront être reconnus par ces mêmes chaperons et rapidement dirigés vers 
la voie ubiquitine-protéasome. Ce processus est connu sous le nom de système de dégradation 
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(repliement individuel de chaque domaine)
repliement post-traductionnel
(interactions domaine-domaine)
Figure 19 : Modèle du processus d’assemblage de la protéine CFTR
Le repliement de la protéine CFTR commence de manière co-traductionnelle (1o2) et se poursuit par la formation post-traductionnelle
des contacts interdomaines (3o4).
ATP : adénosine triphosphate, CFTR : cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, NBD1 et NBD2 : domaines de liaison à
l’ATP (NBDs, nucleotide binding domains), R : domaine régulateur, RE : réticulum endoplasmique
adaptée de la revue de Kim et Skach, 2012
cheminement de la maturation
Figure 20 : Modifications de la chaîne oligosaccharidique au cours de la maturation                               
de la protéine CFTR
La maturation de la protéine CFTR est initiée, de manière co-traductionnelle, par le branchement de deux chaines oligosaccharidiques
sur les résidus asparagine N894 et N900 localisés sur l’ECL4 (= N-glycosylation). Composées de 14 unités (deux                               
N-acétylglucosamines, neuf mannoses, et trois glucoses), elles seront vite modifiées dans le RE par l’action des glucosidases I et II. Ces
motifs glucidiques riches en mannose vont par la suite subir de nouvelles modifications dans l’appareil de Golgi. Elles reposent, entre
autres, sur le remplacement des mannoses par des sucres complexes, permettant d’obtenir la forme mature de la protéine CFTR.
CFTR : cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, ECL4 : boucle extracellulaire n°4 (extra-cellular loop), RE : réticulum
endoplasmique
d’après la revue de Amaral, 2004
associé au RE (ERAD, endoplasmic reticulum-associated degradation) (pour revue : Kim et Skach, 
2012). 
 
  5.1.1. Assemblage et glycosylation de la protéine CFTR 
 
a. Un assemblage coopératif des domaines de la protéine CFTR
 Basé sur le temps requis par la protéine CFTR pour sortir du RE, l’assemblage complet des 
domaines du CFTR durerait entre 30 et 120 minutes. Selon le modèle retenu à l’heure actuelle 
(Figure 19), l’insertion des segments transmembranaires dans la membrane du RE ainsi que le 
repliement individuel de chaque domaine s’opèrent de manière co-traductionnelle. L’assemblage 
global de la protéine CFTR se poursuit par la formation, post-traductionnelle, des contacts 
interdomaines nécessaires à une structure tertiaire stable (Du et al., 2005, Cui et al., 2007, Du et 
Lukacs, 2009). Un repliement correct de chaque domaine du CFTR est primordial pour un 
assemblage approprié des domaines (pour revue : Kim et Skach, 2012).  
 
b. La N-glycosylation de la protéine CFTR
 Le processus de maturation de la protéine CFTR repose sur différentes étapes de glycosylation 
(Figure 20). Ces dernières débutent dans le RE, de manière co-traductionnelle, et s’achèvent dans 
l’appareil de Golgi (Cheng et al., 1990).  
 
 Selon son état de glycosylation, trois formes de CFTR peuvent être observées (A, B et C), 
distinguables par leur sensibilité à l’endoglycosidase H (Cheng et al., 1990, Lukacs et al., 1994). La 
forme A, d’environ 130 kDa, correspond à la chaîne polypeptidique nouvellement synthétisée et donc 
non glycosylée. Cette dernière est rapidement modifiée par le branchement au niveau des résidus 
asparagine N894 et N900 d’une chaîne oligosaccharidique constituée de 14 unités [deux                   
N-acétylglucosamines (GlcNAc), neuf mannoses (Man) et trois glucoses (Glc)]. La protéine CFTR 
présente alors un poids moléculaire d’environ 145 kDa, correspondant à la forme B partiellement 
glycosylée (core glycosylated). Suite à l’action des glucosidases I et II, le précurseur va quitter le RE. 
La protéine CFTR rejoint alors l’appareil de Golgi, où elle va subir de nouvelles modifications de ses 
chaînes oligosaccharidiques, notamment le remplacement des mannoses par des glucides complexes 
via l’action des glycosyltransférases. C’est donc dans cet organite que le CFTR acquiert sa forme 
entièrement glycosylée (fully glycosylated ou complex glycosylated), de poids moléculaire d’environ 
170 kDa. Elle est appelée forme C. Contrairement à la forme B, la forme C est résistante à 
l’endoglycosidase H mais montre une sensibilité à la peptide:N-glycanase F. Une forme B’ peut 
parfois être mentionnée par certains auteurs. Celle-ci correspond au tiers de précurseurs du CFTR-wt 
ayant acquit dans le RE une conformation (maturation ATP-dépendante) leur permettant de 
progresser vers l’appareil de Golgi. Les deux tiers restants (forme B) sont, quant à eux, rapidement 









x Propriétés de la N-glycosylation 
 La N-glycosylation est l’une des modifications les plus communément observées lors de la 
biosynthèse des protéines. Elle joue un rôle essentiel dans l’expression membranaire des 
glycoprotéines, en favorisant leur repliement, leur transport intracellulaire et leur stabilité. 
 
 Les chaînes oligosaccharidiques, notamment les formes monoglycosylées, sont reconnues par 
des lectines comme la calnexine (CNX), un chaperon moléculaire de la lumière du RE. Cette 
association facilite le repliement des glycoprotéines et perdure dans le RE jusqu’à ce qu’elles 
complètent leur maturation conformationnelle, d’où le terme souvent employé de « cycle de la 
calnexine » (pour revues : Helenius et Aebi, 2001, Helenius et Aebi, 2004). L’absence de                    
N-glycosylation perturbe l’assemblage de la protéine CFTR (Farinha et Amaral, 2005) et sa stabilité, 
diminuant significativement son temps de demi-vie dans les compartiments post-RE (Chang et al., 
2008). De plus, le niveau d’expression de la forme entièrement glycosylée du CFTR n’est que 
modestement diminué dans des cellules déplétées en CNX (Farinha et Amaral, 2005, Okiyoneda et 
al., 2008, Rosser et al., 2008). Ceci suggérerait pour les N-glycanes un rôle dans la biogenèse du 
canal CFTR. Néanmoins, la protéine CFTR non glycosylée est capable d’atteindre la surface 
cellulaire, où elle assure un transport ionique. Les chaînes oligosaccharidiques ne sont donc pas les 
principaux déterminants de l’export de la protéine (Chang et al., 2008). 
 En cohérence avec ces observations, l’équipe de G.L. Lukacs a montré que les N-glycanes, plus 
spécifiquement les glycanes de base (core glycans), amélioraient le repliement et la stabilité 
conformationnelle de la protéine CFTR, indépendamment de la CNX (Glozman et al., 2009). 
 
c. La biosynthèse de la protéine CFTR : un processus peu efficace
 Dès le début des années 1990, des investigations révèlent que seule une faible proportion de 
polypeptides nouvellement synthétisés dans le RE est capable d’être transformée en CFTR mature. 
En effet, seulement un tiers des précurseurs atteignent un niveau de conformation correct dans le RE 
(Lukacs et al., 1994, Ward et Kopito, 1994). Les deux tiers restants, mal conformés, sont rapidement 
dégradés par le protéasome 26S (Jensen et al., 1995, Ward et al., 1995). 
 Compte tenu de l’expression endogène relativement limitée de la protéine CFTR dans certains 
épithélia, la majorité des observations décrites ci-dessus a été faite à partir de travaux menés dans 
des systèmes d’expression hétérologues. Toutefois, des résultats similaires ont également été 
retrouvés dans des cellules exprimant la forme sauvage de la protéine CFTR de façon endogène, 
telles les lignées HT-29 et T84 (Ward et Kopito, 1994). Ainsi, la faible efficacité de repliement du 
CFTR immature serait une propriété intrinsèque de la protéine, ceci indépendamment du modèle 
d’étude (Ward et Kopito, 1994). Comparativement à d’autres versions sauvages de transporteurs 
ABC, comme la glycoprotéine P ou la MRP1 (multidrug resistance-associated protein), qui maturent et 
sont adressés à la membrane apicale avec une efficacité proche de 100 %, celle du CFTR se 
rapproche, dans le même type cellulaire, de 33 % (pour revue : Riordan, 2008). Une hypothèse 
avancée pour expliquer cette différence est la présence d’un domaine R non structuré, spécifique à la 











Figure 21 (A-B) : Rôle des chaperons moléculaires dans l’aide au repliement et le ciblage des 
protéines CFTR mal conformées vers la dégradation 
A. Les couples Hdj-1/Hsp70, Hdj-2/Hsc70, Hsp90/Aha1 ou encore la CNX interviennent progressivement au cours de la biosynthèse du
CFTR. B. L’incapacité des polypeptides naissants et néo-synthétisés à adopter une conformation correcte est détectée par leur liaison
prolongée avec ces mêmes chaperons, notamment Hsp/c70. Cela va permettre le recrutement de ligases E3, telles CHIP ou RMA1,
engagées dans l’ubiquitination des protéines mal conformées.    
Aha1 : activator of Hsp90 ATPase homologue 1, ATP : adénosine triphosphate, CFTR : cystic fibrosis transmembrane conductance,
CHIP : C-terminus of Hsc70-interacting protein, FKBP : FK506-binding protein, Hdj-1 & Hdj-2 : Human DnaJ homologue 1 & 2,      
Hop : Hsc70/Hsp90-organizing protein, Bag1 : Bcl2-associated athanogene 1, Hsp70 & 90 : heat shock protein 70 & 90, Hsc70 : heat
shock cognate protein 70, NBD1 et NBD2 : domaines de liaison à l’ATP (NBDs, nucleotide binding domains), R : domaine régulateur,
RE : réticulum endoplasmique
adaptée de la revue de Kim et Skach, 2012
par des travaux montrant que la délétion de grandes portions du domaine R n’améliorait par l’export à 
partir du RE des précurseurs (Baldursson et al., 2001, pour revue : Riordan, 2008). 
 La cause sous-jacente du repliement inefficace du CFTR-wt demeure à ce jour énigmatique. 
L’instabilité énergétique des NBDs, la faible vitesse d’assemblage des domaines et la mise en place 
rapide du système ERAD, sont quelques-unes des pistes discutées pour expliquer la faible efficacité 
d’acquisition d’une conformation correcte dans le RE (pour revue : Lukacs et Verkman, 2012). 
 Enfin, bien que confirmant les observations faites initialement dans les systèmes d’expression 
hétérologues (Ward et Kopito, 1994), Varga et collaborateurs n’arrivent pas à la même conclusion 
concernant les modèles cellulaires exprimant le CFTR de manière endogène. Dans les lignées 
cellulaires épithéliales T84 et Calu-3, près de 100 % des molécules CFTR synthétisées acquièrent 
leur glycosylation finale (Varga et al., 2004). 
 
  5.1.2. Le contrôle de l’état de conformation du CFTR naissant et néo-synthétisé  
 
 S’insérant dans la bicouche lipidique du RE lors de sa biosynthèse, les différentes étapes du 
repliement du CFTR sont contrôlées par un réseau de chaperons et co-chaperons moléculaires, 
localisé de part et d’autre de la membrane du RE (Wang et al., 2006). 
 Près d’une trentaine de partenaires a été répertoriée. Des membres de la famille des protéines 
de choc thermique tels que Hsp/c70 et Hsp90 (Hsp, heat shock protein 70 or 90 ; Hsc : heat shock 
cognate protein 70), accompagnées de leur co-chaperon respectif Hdj-1, Hdj-2 (Human DnaJ 
homologue 1 & 2) et Aha1 (activator of Hsp90 ATPase homologue 1), sont retrouvés au niveau 
cytosolique (Yang et al., 1993, Loo et al., 1998, Meacham et al., 1999, Wang et al., 2006, pour revue : 
Kim et Skach, 2012). Des lectines comme la CNX et la calréticuline sont, quant à elles, décrites 
comme chaperons du CFTR dans la lumière du RE (Pind et al., 1994, Harada et al., 2006). 
 
a. Le repliement séquentiel du CFTR assisté par les chaperons moléculaires (Figure 21.A)
 Les couples Hdj-1/Hsp70 et Hdj-2/Hsc70 interagissent avec le CFTR lors des étapes précoces 
de sa biogenèse, facilitant son repliement co-traductionnel et stabilisant les précurseurs (Meacham et 
al., 1999, Farinha et al., 2002). Le complexe Hdj-2/Hsc70 interagirait avec le polypeptide naissant, 
suite à la synthèse du NBD1. Cette association stabilise ce domaine aussi bien que son interaction 
avec le domaine R (Meacham et al., 1999). Hsp90 occupe une place déterminante dans le repliement 
du CFTR (Loo et al., 1998). Elle serait recrutée par Hsp/c70 et engagée dans la stabilisation des 
précurseurs. Tout comme Hsp/c70, la liaison de Hsp90 au CFTR est dépendante de son activité 
ATPasique, laquelle est régulée par de nombreux co-chaperons (pour revue : Pearl et Prodromou, 
2006), et notamment Aha1. Bien qu’il soit aujourd’hui accepté que la présence du complexe 
Aha1/Hsp90 est essentielle pour un repliement efficace du CFTR, les mécanismes sous-jacents 
demandent à être préciser (Wang et al., 2006). La CNX semble intervenir lors d’étapes plus tardives 
de la biosynthèse. La liaison de cette lectine aux chaînes oligosaccharidiques branchées sur l’ECL4 
stabiliserait TMD2 et faciliterait la formation et la stabilisation de l’interaction entre TMD1 et TMD2 
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b. La dégradation ubiquitine-dépendante des précurseurs mal conformés
 Hsp/c70 est un chaperon cytosolique particulièrement impliqué dans le ciblage des polypeptides 
CFTR incapables d’acquérir une conformation correcte dans le RE. La promotion du système ERAD 
par Hsc70 implique son association avec le co-chaperon CHIP (C-terminus of Hsc70-interacting 
protein). Cette E3 ubiquitine-ligase fonctionne de concert avec UbcH5, une enzyme de conjugaison de 
l’ubiquitine (E2) (Meacham et al., 2001, Younger et al., 2004) (Figure 21.B). D’autres            
ubiquitine-ligases sont également engagées dans l’ubiquitination (chaperon-dépendante ou 
indépendante) des polypeptides CFTR incorrectement repliés comme RMA1, Gp78, Nedd4-2 ou 
encore Fbs1 (Morito et al., 2008, Caohuy et al., 2009, pour revue : Lukacs et Verkman, 2012). 
 Alors que le complexe RMA1(E3)/Ubc6e(E2)/Derlin-1 est capable d’initier l’ubiquitination des 
précurseurs mal repliés de manière co-traductionnelle, l’ubiquitine-ligase CHIP interviendrait plus 
tardivement en reconnaissant préférentiellement des molécules CFTR entières mal conformées 
(Younger et al., 2006). Ces observations suggèrent un rôle complémentaire des protéines RMA1 et 
CHIP dans la surveillance des polypeptides CFTR naissants et néo-synthétisés. 
 
 Il a été proposé par certains auteurs que la machinerie Hsp/c70 constituait un premier point de 
contrôle dans l’évaluation de la conformation du CFTR. Elle serait impliquée dans l’ubiquitination et la 
dégradation précoce des précurseurs du CFTR-F508del (Farinha et Amaral, 2005). Un autre point de 
contrôle pouvant conduire à la mise en place du système ERAD est l’entrée des molécules CFTR 
immatures dans le « cycle de la calnexine » (pour revues : Helenius et Aebi, 2001, Helenius et Aebi, 
2004) (Figure 22). Toujours selon Farinha et Amaral, il semblerait que seules les chaînes 
oligosaccharidiques monoglycosylées portées par les versions sauvages de la protéine CFTR 
puissent être reconnues par cette lectine (Farinha et Amaral, 2005).  
 
 La dégradation des molécules CFTR mal conformées par la voie ubiquitine-protéasome est la 
plus couramment décrite. Néanmoins, plusieurs travaux tendent à démontrer la participation d’autres 
voies de dégradation non protéosomales. Des inhibiteurs du protéasome, comme la lactacystine ou le 
MG-132, ralentissent la dégradation du CFTR mais ne semblent pas la bloquer entièrement (Jensen 
et al., 1995, Ward et al., 1995). En cohérence avec ces observations, Lukacs et collaborateurs avaient 
montré que la déplétion en ATP, molécule indispensable pour le fonctionnement du système 
ubiquitine-protéasome, n’impactait que légèrement la dégradation du CFTR (Lukacs et al., 1994). Des 
travaux ont depuis confirmé ces observations et mis en évidence une voie de dégradation dépendante 
du GTP (guanosine triphosphate), au niveau du RE, pour les molécules CFTR-F508del mal 
conformées (De Keukeleire et al., 2008). Enfin, l’existence d’un contrôle de qualité des protéines au 
niveau de la membrane plasmique pourra conduire à la dégradation des protéines CFTR-F508del non 
natives par une voie lysosomale (Okiyoneda et al., 2010).  
 
 5.1.3. Le transport du CFTR entre le RE et l’appareil de Golgi 
 
 Classiquement, le transport de cargos (protéines circulantes dans le trafic vésiculaire) jusqu’au 
Golgi est réalisé par des vésicules COPII (coat protein complex II). Recouvertes du complexe 
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Sec23/Sec24, ces dernières bourgeonnent à partir de la membrane du RE (pour revue : Kirchhausen, 
2000). 
 
 Bien que la prise en charge du CFTR par la machinerie du complexe COPII soit reconnue, il 
semblerait que cette dernière ne soit pas la seule impliquée. La reconnaissance du signal d’adressage 
di-acidique, localisé au niveau de la séquence 563YKDAD du NBD1, par le complexe Sec23/Sec24, est 
essentielle pour l’export du CFTR à partir du RE (Wang et al., 2004). Par ailleurs, la possibilité d’un 
trafic non conventionnel des précurseurs a également été soulevée (Yoo et al., 2002, Okiyoneda et 
al., 2004b). En effet, leur maturation n’est pas impactée par des versions mutantes à effet dominant 
négatif des protéines Arf1, Rab1a, Rab2 (GTPases) et syntaxine 5, généralement engagées dans la 
voie de transport conventionnelle (Yoo et al., 2002). 
 Un engagement des vésicules COPI (coat protein complex I) dans le transport antérograde et 
rétrograde du CFTR à travers les compartiments golgiens est aussi décrit (Yu et al., 2007). En 
fonction du modèle d’étude utilisé, l’altération de la machinerie du complexe COPI affecte la 
maturation des protéines CFTR dans le Golgi et diminue les courants Cl- activés par l’AMPc 
(Rennolds et al., 2008).  
 
5.2. La protéine CFTR dans les compartiments post-golgien et apical  
 
 La progression du CFTR dans la voie de sécrétion emprunte un trafic vésiculaire dans lequel il 
est déjà fonctionnel (Lukacs et al., 1992). Une fois insérée dans la membrane plasmique, la protéine 
CFTR présente une grande mobilité. Près de 10 % du CFTR apical est internalisé chaque minute par 
la voie d’endocytose dépendante de la clathrine (Prince et al., 1994, Lukacs et al., 1997). Toutefois, la 
stabilité apparente du canal à la surface cellulaire suggère un recyclage efficace de ce dernier, ceci 
dans le but de pallier sa biosynthèse peu efficace et de maintenir un transport ionique transépithélial 
adéquat.  
 Plusieurs protéines sont engagées dans le transport vésiculaire du CFTR mature. Un des 
composants majeur est le cytosquelette, à travers lequel circulent les vésicules, pouvant être 
accompagnées de GTPases de la famille Rab, de membres des protéines SNARE ou encore de 
représentants des protéines à domaine PDZ. De nombreux partenariats ont également été décrits 
pour moduler l’activité du canal CFTR à la surface cellulaire (Figure 23). À côté de partenaires tels 
que des transporteurs, des canaux ioniques, des récepteurs, des kinases, des phosphatases ou des 
éléments du cytosquelette, certaines protéines SNARE et PDZ jouent aussi un rôle important. En tant 
que molécules adaptatrices, les protéines PDZ permettent de lier indirectement le canal CFTR à 
plusieurs des partenaires listés ci-dessus (pour revue : Naren et Li, 2010). 
 
  5.2.1. Les protéines SNARE et les filamines : mobilisation de l’extrémité N-terminale 
 
a. Les protéines SNARE
 Ces protéines sont impliquées dans le transport intracellulaire, et notamment dans l’étape finale 
du trafic vésiculaire : la fusion membranaire. Ce processus fait intervenir deux groupes de protéines 
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Figure 23 : Le CFTR et ses multiples partenaires dans le compartiment apical
La majorité des interactions protéine-protéine décrites dans le compartiment apical s’établit via les extrémités N- et C-terminales du
CFTR. D’un côté, des associations directes avec la PP2A, l’AMPK ou encore la syntaxine 1A vont moduler négativement l’activité du
canal et diminuer la sécrétion Cl- dépendante du CFTR. De l’autre, l’interaction directe avec NHERF1 va améliorer la sécrétion ionique.
En tant que protéine d’échafaudage, NHERF1 occupe une place essentielle dans le compartiment apical en assurant la mise en place de
complexes macromoléculaires. Son domaine ERM va permettre le recrutement de l’erzine, laquelle pourra par la suite lier la PKA. Cela
va ancrer le CFTR dans le cytosquelette d’actine et favoriser la phosphorylation de son domaine R. De manière similaire, l’association
entre RACK1 et NHERF1 permettra la régulation de l’activité du canal CFTR par la nPKCH.
AMP : adénosine monophosphate, AMPK : AMP-activated protein kinase, ATP : adénosine triphosphate, C : extrémité C-terminale,
CFTR : cystic fibrosis transmembrane conductance, Cl- : ion chlorure, domaine ERM : erzine-radixine-moésine, kDa : kilodalton,                
MP : membrane plasmique, N : extrémité N-terminale, NBD1 et NBD2 : domaines de liaison à l’ATP (NBDs, nucleotide binding
domains), NHERF1 : Na+/H+ exchanger regulatory factor 1, PIP2 : phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate, nPKCH : protéine kinase C
nouvelle (isoforme epsilon), PKA : protéine kinase A, PP2A : protéine phosphatase 2A, R : domaine R, RACK1 : receptor for activated
C kinase, SNAP-23 : synaptosome-associated protein, 23 kDa, SYN1A : syntaxine 1A
d’après la revue de Guggino et Stanton, 2006
MP
SNARE : les v-SNARE (vesicule associated-SNARE) et les t-SNARE (target membrane           
associated-SNARE). 
 
 La syntaxine 1A est une protéine t-SNARE connue pour interagir physiquement et 
fonctionnellement avec l’extrémité N-terminale du CFTR (Naren et al., 1997, Naren et al., 1998, Peter 
et al., 1999, Chang et al., 2002). Au vu des propriétés connues des protéines SNARE, l’originalité de 
cette association vient du fait que cette syntaxine affecte directement l’activité du canal CFTR. Ceci 
s’explique par l’ancrage de cette protéine SNARE à la membrane apicale (Figure 23). L’expression de 
ces deux protéines dans des ovocytes de Xénope entraîne une diminution de la sécrétion Cl-          
AMPc-dépendante. La liaison de la syntaxine 1A avec l’extrémité N-terminale du CFTR perturberait 
une interaction interdomaines essentielle avec le domaine R (Naren et al., 1999). Le complexe 
syntaxine 1A/SNAP-23 (synaptosome-associated protein, 23 kDa) a également été engagé dans la 
modulation négative de l’activité du CFTR (Cormet-Boyaka et al., 2002). 
 D’autres syntaxines sont, quant à elles, impliquées dans le trafic du CFTR. C’est le cas de la 
syntaxine 8 (Thoreau et al., 1999, Bilan et al., 2004), la syntaxine 3 (Collaco et al., 2010), la              
syntaxine 6 (Cheng et al., 2010) ou encore la syntaxine 16 (Gee et al., 2010). Contrairement aux 
différentes protéines SNARE citées précédemment, la syntaxine 16 va réguler positivement la 
localisation apicale du canal CFTR. En interagissant avec l’extrémité N-terminale du CFTR, elle 
favoriserait son recyclage à partir des compartiments endosomaux (Gee et al., 2010). 
 
b. Les filamines
 L’implication du cytosquelette d’actine dans la modulation de l’activité du CFTR est établie 
(Prat et al., 1995, Prat et al., 1999). Une connexion physique entre l’actine et le canal ionique a 
plusieurs fois été rapportée. Celle-ci peut s’établir de façon directe (Chasan et al., 2002) ou être 
médiée par certaines protéines PDZ, telles que NHERF1, ou encore par des protéines associées à 
l’actine, comme les filamines. 
 Les filamines (FLNs) se présentent sous la forme d’un dimère capable de s’associer aux 
filaments d’actine. Elles sont engagées dans leur réticulation et participent, de ce fait, à l’organisation 
du réseau cortical sous-membranaire (Wang et Singer, 1977). 
 C’est en cherchant à caractériser fonctionnellement certaines mutations de l’extrémité                    
N-terminale, que l’interaction entre le CFTR et la filamine-A (FLN-A) a été mise en évidence (Thelin et 
al., 2007). La liaison de la FLN-A à la queue N-terminale du CFTR permet l’ancrage du canal inséré 
dans la membrane plasmique au réseau d’actine sous-jacent, le stabilisant à la surface cellulaire. En 
effet, lorsque cette interaction est perturbée (mutation S13F), le CFTR est rapidement internalisé puis 
acheminé vers les lysosomes où il est dégradé. Ces travaux soulignent ainsi l’engagement de 
l’extrémité N-terminale dans la stabilité apicale du canal CFTR (Thelin et al., 2007).  
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NHERF1 et 2 : Na+/H+ exchanger regulatory factor 1 et 2  , EBP50 : erzin-radixin-moesin binding phosphoprotein-50
E3KARP : NHE3 kinase A regulatory protein
PDZK1 : PDZ domain-containing protein in kidney 1 , PDZK2 : intestinal and kidney-enriched PDZ protein
CAP70 : CFTR-associated protein of 70 kDa , IKEEP : intestinal and kidney-enriched PDZ protein
Shank2 : Src homology 3 and ankyrin repeats-containing protein 2 , CortBP1 : cortactin-binding protein 1
CAL : CFTR-associated ligand , GOPC : Golgi-associated PDZ and coiled-coil domain containing protein
GRASPs : Golgi reassembly and stacking proteins
domaine cc : coiled-coil , domaine ERM : erzine-radixine-moésine, domaine Pro-rich  : domaine riche en proline
domaine SAM : sterile alpha motif, domaine SH3 : Src-homology-3
C-ter : C-terminal, CFTR : cystic fibrosis transmembrane conductance  regulator , kDa : kilodalton
N-ter : N-terminal, NHE3 : Na + /H + exchanger isoform 3 , RE : réticulum endoplasmique, TGN : réseau trans- golgien (trans-Golgi network )
d’après la revue de Li et Naren, 2010
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Tableau III : Principales caractéristiques des protéines PDZ liant le CFTR
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  5.2.2. Les protéines à domaine PDZ : mobilisation de l’extrémité C-terminale 
 
a. Généralités sur les domaines PDZ 
 Leur nom provient des trois premières protéines dans lesquelles ces domaines furent initialement 
identifiés : PSD-95 (postsynaptic density protein 95), Dlg (Drosophila junctional protein Disc-large) et 
ZO-1 (zonula occludens 1). Ces domaines représentent les modules d’interaction protéine-protéine les 
plus communément rencontrés dans le génome humain. Ils sont composés d’environ 80 à 90 résidus, 
qui présentent la propriété de lier de courtes séquences d’acides aminés (motif PDZ). Ces séquences 
sont généralement retrouvées dans l’extrémité C-terminale des protéines cibles (pour revues : 
Fanning et Anderson, 1999, Harris et Lim., 2001, Hung et Sheng, 2002, Li et Naren, 2010). Les 
protéines possédant ce type de domaine sont qualifiées de protéines PDZ ou encore de protéines 
d’échafaudage PDZ. 
 Les domaines PDZ sont classés en fonction de la séquence d’acides aminés qu’ils ciblent. Ceux 
de classe I reconnaissent la séquence -X-(S/T)-X-I, où X représente un acide aminé quelconque et I 
un acide aminé à chaîne latérale hydrophobe (pour revues : Harris et Lim, 2001, Hung et Sheng, 
2002). L’extrémité C-terminale de la protéine CFTR humaine présente la séquence 1477DTRL1480 (Asp-
Thr-Arg-Leu) et est ainsi reconnue par de nombreuses protéines PDZ (pour revue : Li et Naren, 2010). 
 Ces protéines contiennent souvent, en plus d’un ou plusieurs domaines PDZ, d’autres types de 
modules d’interaction tels qu’un domaine SH3 (Src homology), une région riche en proline (Pro-rich), 
un domaine SAM (sterile alpha motif), un domaine cc (coiled coil) ou encore un domaine ERM  
(erzine-radixine-moésine). Ce dernier permet l’association des protéines PDZ avec les protéines 
MERM (merline-erzine-radixine-moésine), protéines de liaison à l’actine. Ceci favorise des relations 
physiques entre les protéines PDZ et le cytosquelette cortical d’actine (Reczek et Bretscher, 1998). En 
tant que membre de la famille des AKAPs (A-kinase anchoring proteins), l’erzine est également 
capable de lier les sous-unités régulatrices de la PKA (Dransfield et al., 1997), et donc d’induire sa 
séquestration subcellulaire.  
 
 Au moins sept protéines contenant des domaines PDZ ont été identifiées comme partenaires 
directs de la protéine CFTR. Il s’agit des protéines NHERF1, NHERF2, PDZK1 (PDZ                 
domain-containing protein in kidney 1), PDZK2 (intestinal and kidney-enriched PDZ protein), Shank2 
(Src homology 3 and ankyrin repeats-containing protein 2) et CAL (CFTR-associated ligand) (pour 
revue : Li et Naren, 2010). Plus récemment, des membres de la famille GRASP (Golgi reassembly 
stacking protein) ont été rajoutés à cette liste (Gee et al., 2011). Leurs principales caractéristiques 
sont résumées dans le Tableau III. 
Pour la suite de la discussion, seuls seront abordés les cas des NHERFs, de CAL et des 
GRASPs.  
 
b. CFTR et les NHERFs (NHERF1 et NHERF2) 
 Rapidement après la découverte de l’association entre NHERF1 et le CFTR, il a été proposé 
qu’elle influençait la stabilité apicale et l’activité du canal chlorure. Ceci s’expliquerait par la mise en 
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place d’une interaction indirecte entre le CFTR et le cytosquelette d’actine sous-membranaire, via le 
domaine ERM de NHERF1 (Short et al., 1998).  
 L’implication du motif PDZ du CFTR et de certaines protéines PDZ dans la localisation apicale du 
canal a fait l’objet de nombreux travaux aux conclusions divergentes. Le motif PDZ et les protéines 
PDZ comme NHERF1 joueraient un rôle clé dans la polarisation apicale du canal (Moyer et al., 1999). 
Par ailleurs, une corrélation entre l’association NHERF1/CFTR et les sécrétions ioniques             
AMPc-dépendantes a été observée (Moyer et al., 2000). En parallèle de cela, des travaux suggèrent 
que ce motif PDZ constitue un signal de rétention dans la membrane apicale et engagent certaines 
protéines PDZ dans le contrôle du recyclage de la protéine CFTR (Swiatecka-Urban et al., 2002).  
 Néanmoins, la pertinence physiologique de la liaison de NHERF1 au CFTR pour une expression 
fonctionnelle du canal à la surface cellulaire est quelque peu remise en question (Benharouga et al., 
2003, Ostedgaard et al., 2003). En effet, des patients porteurs de la mutation S1455X ou de la 
délétion CFTR-del26 présentent une sueur modérément salée mais pas de dysfonctionnement 
pancréatique et pulmonaire évident (Mickle et al., 1998). Bien que confirmant la capacité de NHERF1 
à stimuler les courants Cl- AMPc-dépendants, les groupes de G.L Lukacs et de M.J Welsh proposent 
que d’autres signaux, en plus du motif PDZ et des 26 derniers résidus de l’extrémité C-terminale, sont 
requis pour la localisation apicale du CFTR dans les épithélia différenciés (Benharouga et al., 2003, 
Ostedgaard et al., 2003). 
 Plusieurs travaux continuent toutefois de rapporter l’engagement de NHERF1 dans la 
localisation, la stabilité apicale et l’activité de la protéine CFTR (Guerra et al., 2005, Bossard et al., 
2007, Kwon et al., 2007). Par ailleurs, la surexpression de NHERF1 induit une redistribution 
significative du CFTR-F508del du cytosol vers la membrane apicale et la restauration d’une 
conductance Cl- activée par la PKA (Guerra et al., 2005, Bossard et al., 2007, Fanelli et al., 2008). 
Ces observations ont par la suite été précisées dans le modèle d’étude CFBE41o-. Cette lignée est 
issue d’un épithélium bronchique humain homozygote pour la mutation F508del. En induisant la 
formation du complexe multiprotéique NHERF1/RhoA/erzine/actine, la surexpression de NHERF1 
promeut la réorganisation du cytosquelette d’actine. Par son interaction avec la protéine PDZ, le 
CFTR-F508de va pouvoir y être ancré. Sa stabilisation dans la membrane apicale serait à l’origine de 
la restauration des transports d’ions Cl- (Favia et al., 2010).  
 
 La formation du complexe CFTR/NHERF1/erzine/actine apparaît donc essentielle pour une 
expression fonctionnelle stable du CFTR dans la membrane apicale. Celui-ci va en effet favoriser le 
transport antérograde du CFTR et sa stabilité dans la membrane plasmique. De plus, en tant que 
membres de la famille des AKAPs, l’erzine va également permettre d’associer la PKA à ce complexe. 
Cela va favoriser son rapprochement avec le domaine R du CFTR et une phosphorylation efficace du 
canal.  
 D’autres exemples permettent d’illustrer la fonction d’échafaudage assurée par les protéines 
NHERFs et leur engagement dans la mise en place de complexes de signalisation macromoléculaires 
apicaux. L’organisation de ces complexes de régulation à la surface apicale (ou basolatérale) des 
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Figure 24 : Modulation de l’activité du canal CFTR par le complexe de signalisation 
macromoléculaire CFTR/NHERF1/E2-AR
AC : adénylate cyclase, ATP : adénosine triphosphate, E2-AR : récepteur E2-adrénergique (E2-adrenergic receptor), C : extrémité
C-terminale, CFTR : cystic fibrosis transmembrane conductance, Cl- : ion chlorure, domaine ERM : erzine-radixine-moésine,
Gs : protéine G (sous-unité Ds), MP : membrane plasmique, N : extrémité N-terminale, NBD1 et NBD2 : domaines de liaison à l’ATP
(NBDs, nucleotide binding domains), NHERF1 : Na+/H+ exchanger regulatory factor 1, PKA : protéine kinase A, R : domaine
régulateur
adaptée de la revue de Guggino et Stanton, 2006
MP
MP






réduction des courants 
Cl- médiés par le CFTR
Figure 25 : Modulation de l’activité du canal CFTR par le complexe de signalisation 
macromoléculaire CFTR/NHERF2/LPA2
AC : adénylate cyclase, AMPc : adénosine monophosphate cyclique, CFTR : cystic fibrosis transmembrane conductance, Cl- : ion
chlorure, Gs et Gi : protéines G (sous-unités Ds et Di), LPAs: acides lysophosphatidiques, LPA2 : récepteur des LPAs,
MP : membrane plasmique, NHERF2 : Na+/H+ exchanger regulatory factor 2
adaptée de la revue de Li et Naren, 2010
cellules épithéliales assure une compartimentation des différents acteurs requis pour une signalisation 
efficace. Il s’agira ici d’en développer deux exemples. 
 x Modulation de l’activité du CFTR par le complexe CFTR/NHERF1/E2-AR 
 Le récepteur E2-adrénergique (E2-AR) est l’isoforme majeure exprimée dans les cellules 
épithéliales des voies aériennes. Sa stimulation, in vivo, par un agoniste (isoprotérénol) conduit à 
l’activation du transport des ions Cl- assuré par le canal CFTR (Walker et al., 1997). Ce récepteur 
possède un motif PDZ, qui permet la formation du complexe CFTR/NHERF1/E2-AR à la surface 
apicale des cellules épithéliales respiratoires (Naren et al., 2003).  
 Un modèle a été proposé pour illustrer le couplage de la signalisation associée au E2-AR à 
l’activité du canal CFTR (Figure 24). Selon ce modèle, des molécules de signalisation viennent 
compléter le complexe CFTR/NHERF1/E2-AR. En présence d’un agoniste, l’activation de la voie de 
signalisation associée au E2-AR entraîne la stimulation de l’AC, conduisant à une augmentation de la 
concentration locale en AMPc. Ce second messager pourra activer la PKA, qui, associée à l’erzine, 
est localisée à proximité du domaine R du CFTR, favorisant sa phosphorylation rapide et son 
ouverture. Cet exemple souligne l’importance de la compartimentation de la signalisation pour une 
transduction rapide et efficace du signal du E2-AR vers le canal CFTR (Naren et al., 2003). 
 x Modulation de l’activité du CFTR par le complexe CFTR/NHERF2/LPA2 
 Les acides lysophosphatidiques (LPAs) sont des dérivés de phospholipides. Ils sont présents 
dans divers liquides biologiques (sang, liquide d’ascite) et aliments (pour revue : Mills et Moolennar, 
2003). Les LPAs exercent leurs effets via la liaison à des RCPG, parmi lesquels LPA2 est unique. Son 
extrémité C-terminale est la seule à posséder un motif PDZ (séquence DSTL) pour lequel une 
interaction avec NHERF2 est connue. De plus, LPA2 présente une distribution cellulaire similaire au 
CFTR. En effet, il a été identifié dans la membrane apicale de cellules épithéliales des voies 
digestives (Li et al., 2005) et respiratoires (Zhang et al., 2011). 
 La formation du complexe CFTR/NHERF2/LPA2 à la membrane plasmique de cellules 
épithéliales intestinales conduit au couplage fonctionnel de la signalisation du LPA2 à la sécrétion Cl
- 
AMPc-dépendante (Li et al., 2005) (Figure 25). Selon le modèle proposé, l’interaction entre LPA et 
LPA2 active la voie de signalisation liée à la sous-unité GDi. L’inhibition de l’AC induit une diminution 
de la concentration locale en AMPc dans l’environnement proche du CFTR. La baisse de l’activation 
de la PKA qui s’en suit entraîne une réduction de la phosphorylation du CFTR (Li et al., 2005). 
 
 
 De nombreuses observations soutiennent l’importance de la compartimentation sous-apicale de 
l’AMPc et de la PKA avec le CFTR, pour une action efficace de l’enzyme et une activation optimale du 
canal. La localisation subapicale d’un niveau suffisant d’AMPc nécessaire à l’activation de la PKA 
dépendrait également de l’intégrité du cytosquelette d’actine. La stabilisation fonctionnelle observée 
dans les cellules CFBE41o- suite à la surexpression de NHERF1 s’expliquerait non seulement, par la 
réorganisation du cytosquelette d’actine mais également, par la restauration d’une compartimentation 
subcorticale de l’AMPc (Monterisi et al., 2012). Ces travaux soulignent aussi que la présence du 
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Figure 26 : De multiples partenaires impliqués dans le transport post-golgien du CFTR
En tant que partenaires directs, certaines protéines PDZ vont jouer un rôle essentiel dans le devenir de la protéine CFTR dans les étapes
distales sa voie de sécrétion. Ce schéma illustre la fonction d’échafaudage assurée par les protéines NHERF1 et CAL qui, en fonction
des complexes protéiques mis en place, seront capables de stabiliser le canal dans la membrane plasmique, de favoriser son recyclage à
la surface cellulaire ou encore de le diriger vers la voie de dégradation lysosomale.
1- complexe CFTR/CAL/TC10 : favorise l’entrée du CFTR dans la voie d’exocytose et ainsi son insertion dans la membrane apicale
[via le complexe NHERF1/erzine (3)]
2- complexe CFTR/CAL/SYN6 : dirige la protéine mature du réseau trans-golgien vers les lysosomes
3- compétition entre le complexe NHERF1/erzine et CAL pour l’interaction avec le CFTR : si NHERF1 déplace CAL alors                         
les endosomes renfermant la protéine CFTR sont adressés à la membrane plasmique (ce processus est facilité par la myosine Vb et                 
la protéine Rab11)
4- liaison CFTR/CAL : conduit le CFTR des endosomes vers les lysosomes
5- complexe CFTR/NHERF1/erzine/actine : stabilise le CFTR à la surface apicale (ancrage au cytosquelette d’actine grâce au domaine
ERM de NHERF1)
6- dissociation CFTR/NHERF1 : entraîne l’internalisation du canal CFTR via un processus clathrine-dépendant engageant, entre autres,
le complexe AP-2 mais aussi la myosine VI (cf. Figure 28)    
AP-2 : adaptor protein complex 2, CAL : CFTR-associated ligand, CFTR : cystic fibrosis transmembrane conductance,                     
domaine ERM : erzine-radixine-moésine, GTP : guanosine triphosphate, MP : membrane plasmique, NHERF1 : Na+/H+ exchanger
regulatory factor 1, PKA : protéine kinase A, SYN6 : syntaxine 6, TGN : trans-Golgi network
adaptée de la revue de Guggino et Stanton, 2006
CFTR à la membrane plasmique influence le niveau organisationnel du cytosquelette et, par 
conséquent, la distribution de l’AMPc (Monterisi et al., 2012). 
 
c. CFTR et CAL
 Associée à l’appareil de Golgi, vette protéine présente un domaine PDZ et deux domaines coiled 
coil en N-terminal. Ces derniers sont impliqués dans son interaction avec la protéine TC10 (Neudauer 
et al., 2001) et la syntaxine 6 (Charest et al., 2001), suggérant l’engagement de CAL dans le transport 
vésiculaire (post-golgien).  
 
 Le groupe de W.B. Guggino fut le premier à rapporter une interaction directe entre le CFTR et 
cette protéine PDZ (Cheng et al., 2002). Plusieurs observations ont été faites au cours de cette étude : 
i) la co-transfection de CAL avec le CFTR diminue les courants Cl- médiés par le CFTR, ii) la baisse 
de la sécrétion Cl- est corrélée avec une baisse de l’expression du CFTR à la surface cellulaire, iii) la 
surexpression de CAL réduit l’adressage du CFTR mature à la membrane [trafic TGN (trans-Golgi 
network) o membrane plasmique] et enfin iv) l’effet inhibiteur de CAL est contrecarré par la 
surexpression de NHERF1, qui bloque l’association entre CAL et l’extrémité C-terminale du CFTR 
(probablement dans les endosomes de recyclage et par un mécanisme de compétition pour le motif 
PDZ du CFTR) (Cheng et al., 2002) (Figure 26). En effet, l’affinité du domaine PDZ de CAL pour le 
motif PDZ du CFTR serait bien plus faible que celle des domaines PDZ des protéines NHERF1 et 
NHERF2 (Cushing et al., 2008). En complément, Cheng et collaborateurs ont par la suite proposé un 
modèle selon lequel CAL favorisait la dégradation lysosomale du CFTR entièrement glycosylé (à la 
sortie du TGN) et du canal inséré dans la membrane plasmique, sans néanmoins affecter son 
processus de maturation (Cheng et al., 2004). Par ailleurs, via son association physique avec CAL, la 
petite GTPase TC10 activée (liée au GTP) serait capable de détourner le CFTR de la voie de 
dégradation lysosomale et de le diriger vers la membrane plasmique (Cheng et al., 2005) (Figure 26). 
Enfin, plus récemment, la syntaxine 6 a été identifiée comme nouveau composant du complexe CAL. 
Contrairement à TC10, cette syntaxine dirige la protéine CFTR mature du TGN vers la voie de 
dégradation lysosomale (Cheng et al., 2010). Ainsi, en tant que partenaire direct du CFTR, CAL 
servirait de molécule adaptatrice, permettant la mise en place d’une régulation indirecte du transport 
intracellulaire du CFTR par les protéines TC10 et syntaxine 6 (Figure 26). 
 
 Au vu de ces différentes observations, CAL pourrait alors représenter une cible thérapeutique 
intéressante pour la correction des défauts de transport post-golgien dans la mucoviscidose. À titre 
d’exemple, une stratégie d’ARN interférence, ciblant l’expression de la protéine CAL endogène dans 
des cellules épithéliales bronchiques humaines CF, a conduit à une hausse spécifique de l’expression 
de la protéine CFTR-F508del à la surface cellulaire, augmentant les courants Cl- transépithéliaux 
(Wolde et al., 2007). 
 
d. CFTR et les GRASPs
 Le rôle physiologique des GRASPs n’est pas encore totalement établi. Bien qu’initialement 
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Figure 27 : Adressage apical du CFTR par la voie non conventionnelle dépendante des GRASPs
Sous certaines conditions, le transport intracellulaire de la protéine CFTR (sauvage et F508del) pourra emprunter une voie de sécrétion
non conventionnelle puisqu’indépendante de l’appareil de Golgi. Cette voie dépendante des GRASPs conduit à la présence dans                 
la membrane plasmique de canaux CFTR partiellement glycolysés mais fonctionnels.
CFTR : cystic fibrosis transmembrane conductance, Cl- : ion chlorure, ERAD : endoplasmic reticulum-associated degradation,
GRASP : Golgi reassembly stacking protein, HCO3- : ion bicarbonate, RE : réticulum endoplasmique, wt : sauvage (wild-type)
adaptée de Gee et al., 2011
ne sont pas indispensables au transport antérograde conventionnel des protéines (Schotman et al., 
2008). Des travaux menés chez des modèles invertébrés rapportent que les GRASPs sont impliquées 
dans une voie de sécrétion non conventionnelle des protéines, laquelle est indépendante de l’appareil 
de Golgi (Kinseth et al., 2007, Schotman et al., 2008). 
 
 Bien qu’il soit communément accepté que la forme mature du CFTR soit l’unique forme exprimée 
dans la membrane plasmique, il semble que le CFTR puisse également atteindre la surface cellulaire 
sous une forme partiellement glycosylée (Kwon et al., 2007, Rennolds et al., 2008, Luo et al., 2009). 
Ces observations suggèreraient que le CFTR ait été adressé à la surface apicale sans un passage 
préalable par l’appareil de Golgi. Une étude conduite en 2011 par le groupe de M.G. Lee a permis de 
lever le voile sur les acteurs et les mécanismes moléculaires engagés dans cette voie de sécrétion 
non conventionnelle du CFTR (Gee et al., 2011). Ce processus se mettrait en place sous certaines 
conditions et engagerait des représentants des GRASPs. L’adressage à la membrane du CFTR 
partiellement glycosylé requiert une interaction physique entre GRASP55 et le CFTR et la 
phosphorylation de GRASP55. Selon le modèle proposé (Figure 27), le déclenchement de l’UPR 
(stress du RE), et notamment l’activation de la branche IRE1, va induire la phosphorylation de GRASP 
nécessaire pour son association avec le CFTR (wt et muté F508del). Ce dernier est par la suite 
transporté à la membrane plasmique sans passer par l’appareil de Golgi, où, même partiellement 
glycosylé, il assure sa fonction de canal ionique (Gee et al., 2011).  
 Cette voie de sécrétion non conventionnelle dépendante des GRASPs a également été observée 
in vivo. Des modèles murins homozygotes pour la mutation F508del et manipulés génétiquement afin 
de permettre une surexpression de la protéine GRASP55 (souris TgGRASP55) montrent, au niveau 
de l’épithélium du côlon, une restauration des courants Cl- dépendants du CFTR. Des 
expérimentations de biotinylation, conduites sur des échantillons de muqueuse intestinale de ces 
mêmes souris, permettent de corréler ces observations fonctionnelles avec une expression du            
CFTR-F508del partiellement glycosylé à la surface cellulaire (Gee et al., 2011). 
 
 
 De multiples protéines PDZ sont donc capables de cibler le CFTR. À travers les différentes 
études mentionnées ci-dessus, il apparaît que de telles interactions peuvent influencer : i) la quantité 
de canaux CFTR fonctionnels à la membrane apicale des cellules épithéliales, ii) l’activité du canal 
CFTR ou bien iii) les deux à la fois. Cependant, malgré le nombre croissant de travaux à ce sujet, il 
reste encore de nombreux points à éclaircir, comme les mécanismes qui sous-tendent ces effets ou 
encore la mesure dans laquelle ces interactions impactent l’activité du CFTR in vivo. Bien que 
quelques études commencent à être mises en place chez le modèle animal, de nombreuses données 
manquent sur la pertinence physiologique de ces associations protéine-protéine. 
 
  5.2.3. Autres protéines impliquées dans le trafic apical de la protéine CFTR 
 
a. Protéines accompagnant le CFTR pendant son endocytose clathrine-dépendante 
 La création de protéines chimériques, composées du récepteur de la transferrine dépourvu de 
son extrémité N-terminale mais arborant des portions des régions N- et C-terminales de la protéine 
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Figure 28 : Représentation schématique du trafic apical de la protéine CFTR
De nombreuses protéines sont impliquées dans le transport apical du canal CFTR, qui comprend l’endocytose dépendante de                        
la clathrine, le recyclage, et la dégradation lysosomale. Sont retrouvées, entre autres, certaines protéines PDZ (NHERF1, CAL), des
membres de la famille des GTPases Rab (Rab 5, 7 et 11), des protéines adaptatrices (AP-2), la GTPase TC10, la protéine Rme-1 ou
encore la myosine VI et la protéine Dab2.
AP-2 : adaptor protein complex 2, CAL : CFTR-associated ligand, CCP : puit recouvert de clathrine (clathrin-coated pit),                       
CCV : vésicule recouverte de clathrine (clathrin-coated vesicle), CFTR : cystic fibrosis transmembrane conductance, Dab2 : Disabled-2,
ESCRT : endosomal sorting complexes required for transport, MP : membrane plasmique, NHERF1 : Na+/H+ exchanger regulatory
factor 1, N-WASP : neural Wiskott-Aldrich syndrome protein, PKA : protéine kinase A   
adaptée de la revue de Okiyoneda et Lukacs, 2007
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CFTR, démontre que ces dernières suffisent pour induire une internalisation efficace des chimères 
(Prince et al., 1999). Ces travaux ont également permis d’identifier la séquence 1424YDSI (dépendante 
d’une tyrosine, Y) comme un signal d’endocytose du CFTR (Prince et al., 1999). D’autres motifs 
d’internalisation (di-leucine et tyrosine), également localisés dans la région C-terminale du CFTR, ont 
par la suite été décrits (Hu et al., 2001). Le processus endocytique du CFTR repose sur la 
reconnaissance de ce motif par la sous-unité mu2 du complexe AP-2 (adaptor protein complex 2), 
lequel est impliqué dans la formation des manteaux de clathrine. La perturbation de l’association entre 
ces deux entités, par la surexpression d’une forme mutante de la sous-unité mu2, réduit 
l’internalisation du canal d’environ 60 % (Weixel et Bradbury, 2000, Weixel et Bradbury, 2001a,b). 
Bien qu’encore discuté, l’interaction entre le complexe AP-2 et l’extrémité C-terminale du CFTR 
faciliterait l’entrée du canal dans les vésicules recouvertes de clathrine (CCV, clathrin-coated vesicles) 
(Weixel et Bradbury, 2000, Cihil et al., 2012). 
 Un autre acteur indispensable à cette voie d’endocytose dépendante de la clathrine est la 
dynamine, qui assure l’étape de fission des vésicules. Une internalisation efficace du CFTR repose 
également sur la polymérisation de l’actine, laquelle engage N-WASP (neural Wiskott-Aldrich 
syndrome protein) (Ganeshan et al., 2007) qui intervient dans l’organisation de l’actine corticale (pour 
revue : Millard et al., 2004). La myosine VI, protéine associée aux filaments d’actine et qui se déplace 
vers leur extrémité pointue, compte aussi parmi les acteurs de ce processus. En effet, la présence 
d’une myosine VI non fonctionnelle conduit à une diminution de l’endocytose du CFTR (Swiatecka-
Urban et al., 2004). En s’associant à cette myosine, la protéine Dab2 (Disabled-2) participerait 
également à l’internalisation du CFTR (Swiatecka-Urban et al., 2004). Plus récemment, Fu et 
collaborateurs ont confirmé le rôle de Dab2 dans l’endocytose du canal et précisé qu’elle serait aussi 
impliquée dans le devenir post-endocytique du CFTR internalisé (Fu et al., 2012). Enfin, l’implication 
d’un membre de la famille des GTPases Rab a été démontrée. D’un côté, la surexpression de Rab5 
favorise la redistribution de la protéine CFTR depuis la surface membranaire vers les endosomes 
sous-apicaux. De l’autre, la surexpression d’une version mutante à effet dominant négatif de Rab5 
perturbe l’endocytose clathrine-dépendante du canal (Gentzsch et al., 2004) (Figure 28). 
 
b. Protéines accompagnant le CFTR au cours de son recyclage à la surface cellulaire 
 Suite à la fusion de la vésicule de clathrine avec un endosome précoce, les canaux CFTR 
internalisés pourront être dirigés vers la voie de dégradation lysosomale ou être recyclés à la surface 
cellulaire, par l’intermédiaire des endosomes de recyclage. 
 De nombreuses protéines sont engagées aux côtés de NHERF1 dans la voie de recyclage du 
CFTR (Figure 28). C’est notamment le cas de Rme-1, protéine décrite comme favorisant la sortie des 
molécules CFTR des ERCs (endosomal  recycling compartements), par lesquels transitent les canaux 
CFTR internalisés destinés à être recyclés vers la surface cellulaire (Picciano et al., 2003). Alors que 
l’endocytose du CFTR n’est nullement impactée par l’expression d’une version mutante à effet 
dominant négatif de Rme-1, celle-ci perturbe fortement le recyclage du CFTR internalisé (Picciano et 
al., 2003). La GTPase Rab11 (Gentzsch et al., 2004, Silvis et al., 2009) et N-WASP (Ganeshan et al., 
2007) sont également impliquées dans la redistribution du CFTR vers la surface cellulaire. Enfin, alors 
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Figure 29 (A-B): Localisation du CFTR dans les lignées cellulaires épithéliales bronchiques 
humaines CFBE41o-/wt et CFBE41o-/F508del
A. Observation en microscopie confocale de la protéine CFTR (rouge) dans les lignées CFBE41o-/wt et CFBE41o-/F508del (images
représentatives). Les cellules CFBE41o-/wt présentent un marquage sous forme de liseré, plus ou moins continu, à la membrane
plasmique, lequel correspond au canal CFTR présent à la surface cellulaire (flèches blanches). Les cellules CFBE41o-/F508del
montrent, quant à elles, un marquage plus accentué dans la région péri-nucléaire. Néanmoins, pour certaines d’entre elles, un fin liséré
(plutôt non continu) peut également être observé à la membrane plasmique (B.).
Des contrôles, pour lesquels l’anticorps dirigé contre le CFTR a été omis, ont également été réalisés (non montrés ici).
o conditions de marquage (CFTR) : Ac Iaires (clone 24-1, 1/50e) : incubation sur la nuit à 4°C, Ac IIaires (Cy3, 1/400e) : incubation de 60
min à température ambianteo appareillage, conditions d’observation : LSM 780, Axio Observer (Carl Zeiss GmbH), Plan-Apochromat 63X/1.40 oil (immersion)o logiciel d’exploitation : Zen 2011, blue edition
Ac : anticorps, CFTR : cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, min : minute, wt : sauvage (wild-type)






qu’elle présente un effet inhibiteur sur l’internalisation du canal CFTR, la PKA favorise le transport 
vésiculaire du CFTR internalisé des endosomes vers la membrane cellulaire (pour revue : Okiyoneda 
et Lukcas, 2007). 
 
6. Les conséquences engendrées par la mutation F508del sur la protéine CFTR
 
 La délétion des trois nucléotides codant la phénylalanine localisée en position 508 de la protéine 
CFTR est la mutation majoritairement retrouvée chez les personnes atteintes de formes classiques de 
mucoviscidose. Près de 90 % des malades présentent au moins un allèle porteur de cette anomalie 
moléculaire (pour revue : Riordan, 2008), ce qui en fait une cible de choix pour la recherche 
thérapeutique. 
 
 Cette mutation de classe II, portée par NBD1, n’affecte ni la liaison à l’ATP ni le cadre de lecture 
mais perturbe fortement le processus d’assemblage de la protéine CFTR dans le RE. Incapable 
d’acquérir une conformation correcte, la protéine mutée y est retenue par les nombreux acteurs de la 
machinerie du contrôle de qualité (ERQC) et est rapidement dirigée vers la voie                              
ubiquitine-protéasome. La perte du résidu F508 empêche donc la maturation complète de la protéine 
dans l’appareil de Golgi et son transport vers la surface cellulaire. Par ailleurs, lorsque les canaux 
mutés sont restaurés de manière artificielle à la membrane plasmique, de même que le faible 
pourcentage l’atteignant naturellement, leur comportement diffère de celui des canaux sauvages, que 
ce soit en termes de fonctionnalité (Dalemans et al., 1991, Haws et al., 1996, Hwang et al., 1997, 
Wang et al., 2000a) ou de stabilité (Lukacs et al., 1993, Heda et al., 2001, Sharma et al., 2004, 
Swiatecka-Urban et al., 2005). 
 
6.1. Localisation cellulaire de la protéine CFTR-F508del
 
 Contrairement au CFTR-wt, le CFTR-F508del n’acquiert pas la résistance à l’endoglycosidase H, 
caractéristique de la forme mature de la protéine (Cheng et al., 1990). Ces données suggèrent que la 
protéine mutée est retenue dans le RE et que sa progression vers le compartiment golgien est limitée 
(Figure 29). Cela se traduit par l’observation d’une seule bande aux alentours de 145 kDa (bande B) 
lors d’immunodétections par Western blot. 
 
 Dès le début des années 1990, il est rapporté qu’à la différence du CFTR-wt, le CFTR-F508del 
montre une accumulation dans la région péri-nucléaire. Cela a été observé dans les glandes 
sudoripares (Cohn et al., 1991, Kartner et al., 1992), les glandes sous-muqueuses bronchiques 
(Engelhardt et al., 1992) et l’épithélium de surface des voies aériennes hautes (épithélium nasal) 
(Puchelle et al., 1992). Ces observations ont été corrélées avec des études fonctionnelles, montrant 
une sécrétion Cl- AMPc-dépendante défectueuse dans des épithélia respiratoires et intestinaux 
(rectum) issus de patients CF (Boucher et al., 1989, Veeze et al., 1991). Par la suite, divers travaux 
ont confirmé ces constatations en accord avec le concept selon lequel la mutation F508del perturbe le 
processus de biosynthèse de la protéine CFTR et son adressage à la surface cellulaire. Dans les 
épithélia CF, sa rétention dans le RE et sa dégradation excessive conduisent à un transport 
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électrolytique dépendant du CFTR considérablement réduit (Dormer et al., 2001, Mall et al., 2004, 
Kreda et al., 2005). 
 Il existe toutefois quelques données contradictoires concernant l’expression de la protéine CFTR-
F508del dans les divers tissus touchés (niveau d’expression et localisation). Lors d’expériences 
d’immunohistochimie et de biochimie conduites à partir de tissus épithéliaux du tractus respiratoire 
(surface et glandes sous-muqueuses) et intestinal, Kälin et collaborateurs ne montrent aucune 
différence d’expression entre le CFTR-wt et le CFTR-F508del, en termes d’intensité de signal et de 
localisation. Suite à des observations différentes faites dans l’épithélium des glandes sudoripares, un 
défaut d’expression tissu spécifique de la protéine mutée chez les patients homozygotes F508del a 
été proposé. Des éléments, autres qu’une localisation défectueuse du canal CFTR, joueraient un rôle 
dans le développement de la maladie pulmonaire et intestinale chez les patients (Kälin et al., 1999). 
Ces observations sont en accord avec les études de Penque et al., et Carvalho-Oliveira et al., qui 
rapportent la présence de CFTR dans la région apicale de cellules épithéliales colonnaires nasales 
(cellules TCE, tall columnar epithelial cells) issues de patients homozygotes F508del (Penque et al., 
2000, Carvalho-Oliveira et al., 2004). Néanmoins, le pourcentage de cellules arborant une expression 
apicale du canal est significativement plus faible que chez les personnes hétérozygotes F508del. En 
moyenne, près de 22 % des cellules TCE provenant de patients homozygotes présentent une 
localisation apicale de la protéine CFTR, contre 42 % et 56 % respectivement chez les patients 
hétérozygotes et les sujets sains (Penque et al., 2000). Des études fonctionnelles viennent appuyer 
ces observations. Une sécrétion Cl- résiduelle, dépendante du CFTR, a été enregistrée lors 
d’expérimentations conduites sur des épithélia intestinaux (rectum) et respiratoires (voies hautes) 
provenant de sujets homozygotes pour la mutation F508del (Bronsveld et al., 2000, Bronsveld et al., 
2001).  
 
 Pour expliquer ces divergences, il a été suggéré que l’expression et la localisation du CFTR 
pouvaient être influencées par son micro-environnement. Ce dernier pourrait se révéler différent selon 
que l’on soit en présence de voies aériennes saines ou présentant un phénotype CF (Borthwick et al., 
2011). Une comparaison de l’expression du CFTR entre des cellules situées au-dessus (CF) et en-
dessous (non-CF) d’une anastomose bronchique et prélevées simultanément sur le même individu a 
été entreprise. Aucune différence significative dans le pourcentage de cellules TCE présentant une 
expression apicale du CFTR n’a été observée. Cependant, l’intensité du marquage apical (moyenne et 
totale) était significativement diminuée dans les cellules CF par rapport aux cellules non-CF. Ainsi, 
lorsque les cellules TCE (CF et non-CF) sont isolées à partir de voies respiratoires présentant un 
micro-environnement identique, seule la quantité de CFTR localisée dans la membrane plasmique 
diffère. Dans ces cellules, la mutation F508del n’entraîne pas un défaut de transport intracellulaire en 
soi mais réduit nettement la quantité de protéine localisée à la membrane apicale, en y altérant sa 
stabilité (Borthwick et al., 2011).  
 Enfin, plus récemment, une corrélation entre l’expression apicale du CFTR dans l’épithélium 
nasal et le degrè de sévérité de la maladie pulmonaire chez les sujets homozygotes pour la mutation 
F508del a été mise en évidence. Le groupe de J.M. Beekman a en effet observé une variabilité         
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Figure 30 (A-B) : Comparaison de la structure du NBD1 sauvage et F508del 
A. Comparaison localisée, entre les résidus 502 et 524, des structures des NBD1 sauvage (bleu) et F508del (gris). Leur superposition
montre que la structure cristalline du NBD1 n’est que très peu affectée par la perte du résidu F508del. B. Sont représentées les
structures entières des NBD1 sauvage (rouge) et F508del (violet). Les différentes majeures sont indiquées par des flèches noires.
L’insertion régulatrice (résidu 404 à 436) (cyan), le résidu F508 (jaune) et quelques acides aminés ciblés lors des mutations
« révertantes » (G550, G553, G555) et « solubilisantes » (F409, F429, F433) sont mentionnés.
NBD1 : domaine de liaison à l’ATP (nucleotide binding domain)
A. d’après Deber et al., 2008, B. d’après la revue de Riordan, 2008
A. B.
inter-individus CF dans la proportion de cellules possédant une expression apicale du CFTR-F508del, 
laquelle est positivement corrélée à la mesure du VEMS (van Meegen et al., 2013). 
 
6.2. Défauts intradomaines (NBD1) et intramoléculaires (CFTR) conférés par la perte du 
résidu F508
 
 De nombreuses études biophysiques et biochimiques sont conduites dans le but de comprendre 
comment la mutation F508del perturbe le repliement du NBD1, et donc le processus d’assemblage de 
la protéine CFTR. 
 
 En 2005, Lewis et collaborateurs rapportent que la mutation F508del n’impacte que très peu la 
structure cristalline du NBD1 (Figure 30). Néanmoins, ces études cristallographiques ont permis 
d’observer des changements de la topographie de surface au niveau du site de mutation. Ce site étant 
localisé dans une région du NBD1 proposée pour interagir avec TMD1, les auteurs avaient suggéré 
que la mutation F508del perturbait principalement des interactions interdomaines plutôt que le 
repliement du NBD1 lui-même (Lewis et al., 2005). Des travaux conduits plus récemment sur le 
domaine isolé révèlent toutefois que l’absence du résidu F508 altère significativement la stabilité 
cinétique et thermodynamique du NBD1. La perte de cet acide aminé diminue fortement l’efficacité de 
repliement de ce domaine, le rendant susceptible au dépliement, à la dénaturation et à l’agrégation à 
37°C (Protasevich et al., 2010, Wang et al., 2010a, Lewis et al., 2010).  
 Par ailleurs, en plus de déstabiliser directement NBD1, il est maintenant bien établi que la 
mutation F508del interfère également avec le repliement des TMDs (TMD1, TMD2) et du NBD2. Ces 
anomalies conformationnelles compromettent les interactions interdomaines (NBD1/NBD2 et 
TMD1/TMD2) requises pour un assemblage post-traductionnel correct de la protéine (Du et al., 2005, 
Cui et al., 2007, Du et Lukacs, 2009, He et al., 2010, Thibodeau et al., 2010, pour revue : Kim et 
Skach, 2012) (Figure 31). De plus, la mutation F508del élimine un contact hydrophobe entre NBD1 et 
TMD2, essentiel pour un bon assemblage et une ouverture efficace du canal [Thibodeau et al., 2005, 
Serohijos et al., 2008, voir § 3.2.3 (Figure 13)]. 
 
 Les conséquences de la perturbation de l’interface NBD1/NBD2 ne sont pas encore totalement 
élucidées. Il semblerait que l’altération de cette interface n’ait pas d’effet significatif sur l’assemblage 
global de la protéine CFTR (Thibodeau et al., 2010). Bien que nécessaire pour l’activation du canal 
CFTR à la membrane, NBD2 ne serait pas primordial pour la biosynthèse de la protéine et sa sortie du 
RE. En accord avec cette conclusion, l’introduction de la mutation F508del dans des constructions de 
CFTR-wt déficientes pour NBD2 empêche l’adressage de la protéine à la membrane plasmique. Cette 
observation supporte l’idée selon laquelle la délétion F508 impacte des aspects de l’assemblage du 
CFTR autre que l’interaction NBD1/NBD2 (Cui et al., 2007).  
 Plus récemment, les groupes de G.L. Lukacs et de P.J. Thomas observent que l’introduction de 
mutations de second site (second-site mutation), dites « révertantes », (G550E, R553M, R555K ou 
I539T) au niveau du NBD1-F508del n’est pas suffisante pour restaurer un assemblage correct de la 
protéine mutée entière. Bien que ces mutations corrigent entièrement les défauts de stabilité cinétique 
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Figure 31 (A-B) : Altération du processus d’assemblage de la protéine CFTR-F508del
A. Le repliement de la protéine CFTR commence de manière co-traductionnelle (1o2) et se poursuit par la formation                               
post-traductionnelle des contacts inter-domaines (3o4). B. La délétion du résidu F508del va compromettre l’assemblage coopératif des
domaines. En plus de déstabiliser NBD1 et de perturber le contact NBD1/ICL4, il a été montré que la mutation F508del interférait avec
le repliement du TMD1, TMD2 et NBD2. Ceci impacte la création des interfaces TMD1/TMD2 et NBD1/NBD2 et donc l’assemblage
global de la protéine.
ATP : adénosine triphosphate, CFTR : cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, ICL4 : boucle intracytoplasmique n°4
(intra-cellular loop), NBD1 et NBD2 : domaines de liaison à l’ATP (NBDs, nucleotide binding domain), N-ter : extrémité N-terminale,
TMD1 et TMD2 : domaines transmembranaires (TMDs, transmembrane domains), R : domaine régulateur, RE : réticulum
endoplasmique, wt : sauvage (wild-type)
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et thermique du NBD1-F508del isolé, elles ne restaurent que partiellement l’assemblage de la protéine 
mutée entière, à hauteur de 15 % du CFTR-wt (Rabeh et al., 2012, Mendoza et al., 2012). Cependant, 
lorsque ces mutations sont introduites en combinaison avec des mutations reconstituant une interface 
NBD1/ICL4 similaire à celle observée pour le CFTR-wt, alors la correction des mutants stabilisés 
s’avère totale. Par ailleurs, des mutations faux-sens localisées au niveau de l’hélice de couplage de 
l’ICL4 (L1065P, R1066C et G1069R) sont décrites pour induire une rétention de la protéine mutée 
dans le RE. Cela renforce le rôle joué par cette région dans la médiation d’importantes interactions 
lors du repliement post-traductionnel de la molécule CFTR (Mendoza et al., 2012).  
 La stabilité thermodynamique du NBD1, de même que l’interface NBD1/TMD2, se doivent donc 
d’être corrigées afin de retrouver pour la protéine CFTR-F508del une efficacité de biosynthèse et une 
stabilité post-traductionnelle proches de celles observées pour la protéine sauvage (Mendoza et al., 
2012, Rabeh et al., 2012). Le développement de petites molécules correctrices qui agissent au niveau 
de ces deux étapes du repliement de la protéine CFTR (co- et post-traductionnelle) est primordial pour 
espérer améliorer efficacement la sécrétion d’ions Cl- (et HCO3
-) chez les patients. 
 
6.3. La protéine CFTR-F508del et les chaperons moléculaires
 
 Deux hypothèses ont été avancées pour expliquer la rétention de la protéine CFTR-F508del 
dans le RE et sa progression limitée vers l’appareil de Golgi. Selon certains auteurs, la 
reconnaissance du signal d’adressage di-acidique par la machinerie du complexe COPII est perturbée 
par la perte du résidu F508 (Chang et al., 1999, Wang et al., 2004). Pour d’autres, la rétention de la 
protéine mutée dans le RE repose sur des modifications d’interaction avec les chaperons moléculaires 
(Pind et al., 1994, Wang et al., 2006). C’est cette deuxième hypothèse qui prédomine dans la 
communauté scientifique. 
 
 Le chaperon Hsc70 présente une interaction plus robuste avec le polypeptide CFTR-F508del 
naissant qu’avec le CFTR-wt (Meacham et al., 1999, Rubenstein et Zeitlin, 2000). Cette association 
prolongée préviendrait l’interaction entre NBD1 et le domaine R. Des sites nécessaires à cette 
interaction interdomaines pourraient être masqués par la non dissociation du couple Hdj-2/Hsc70 
(Meacham et al., 1999). En cohérence avec ces observations, Scott-Ward et Amaral ont rapporté, 
suite à l’utilisation de la technique de résonance plasmonique de surface (SPR, surface plasmon 
resonance), une interaction plus forte entre le NBD1-F508del et Hsc70 comparativement au NBD1-wt 
[constante de dissociation (KD) de 2.6 nanomolaire (nM) et 13.9 nM respectivement] (Scott-Ward et 
Amaral, 2009). Cette association prolongée avec Hsc70 laisse présager une plus forte probabilité du 
déclenchement de la voie de l’ERAD. En effet, certains chaperons facilitant l’assemblage de la 
protéine CFTR peuvent également être impliqués dans sa dégradation. C’est notamment le cas de 
Hsc70. Il semble que le complexe Hsc70/CHIP joue un rôle majeur dans la reconnaissance des 
perturbations structurales cytosoliques engendrées par la mutation F508del (Meacham et al., 2001, 
Younger et al., 2004, pour revue : Kim et Skach, 2012). Les molécules CFTR-F508del ainsi identifiées 




















Figure 32 (A-B) : Représentation des différentes voies de signalisation activées                                     
au cours de l’UPR
A. En absence de stress du RE, la protéine BiP/GRP78, schématisée par des sphères rouges, maintient les différents senseurs de l’UPR,
à savoir IRE1, PERK et ATF6, dans un état inactif. L’accumulation de protéines mal conformées dans la lumière du RE entraîne une
dissociation du chaperon GRP78, laquelle va permettre l’activation des différentes de voies de signalisation associées aux effecteurs.
B. Deux voies caractérisent la réponse UPR : une voie traductionnelle et une voie transcriptionnelle. Dans le but de rétablir
l’homéostasie du RE, l’activation de PERK va conduire à une répression de la synthèse protéique (      ) et celle des senseurs IRE1 et
ATF6 va favoriser la production des chaperons du RE et des protéines du système ERAD ( , ). Enfin, si la cellule n’arrive pas à
faire à cette situation de stress, l’apoptose peut être déclenchée.
ARNm : acide ribonucléique messager, ATF4, ATF6 : activating transcriptor factor 4 & 6, Bip (GRP78) : 78 kDa glucose-regulated
protein, CHOP : C/EBP-homologous protein, ER : endoplasmic reticulum, ERAD : ER-associated degradation, ERSE : ER stress
response element, GADD : growth arrest- and DNA damage-inducible gene, IRE1 : inositol requiring 1, kDa : kilodalton,                           
mRNA : messenger ribonucleic acid, PERK : PKR like endoplasmic reticulum kinase, RE : réticulum endoplasmique, S1P, S2P : site 1
& 2 protease, UPR : unfolded protein response, XBP1 : X-box binding protein 1   
A. d’après la revue de Foufelle et Ferré, 2007, B. adaptée de Hotamisligil, 2010
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 Le co-chaperon Aha1 jouerait un rôle important dans la stabilisation du CFTR promue par Hsp90 
(Sun et al., 2008). Néanmoins, de façon similaire à Hsc70, il semble que l’interaction Hsp90/CFTR soit 
en fait plus complexe que ce qu’il ne paraissait au départ (Wang et al., 2006, Koulov et al., 2010). 
Comme Hsc70, Aha1, montre une plus grande affinité pour le CFTR-F508del (Wang et al., 2006, Sun 
et al., 2008). Par ailleurs, la surexpression de Aha1 diminue la stabilité du CFTR-F508del et conduit à 
sa dégradation, alors que son inhibition améliore le processus de biosynthèse du CFTR muté 
(stabilisation, export à partir du RE et adressage à la membrane plasmique) (Wang et al., 2006). Ainsi, 
la liaison initiale entre Hsp90 et le CFTR semble essentielle à l’obtention d’une biosynthèse 
fructueuse. Cependant, si cette interaction se prolonge, le CFTR sera dirigé vers la voie de 
dégradation ubiquitine-dépendante (pour revue : Chanoux et Rubenstein, 2012). 
 Le rôle de la CNX dans la régulation de la biogenèse du CFTR n’est pas encore totalement 
clarifié. Des données initiales rapportent que, comparativement au CFTR-wt, l’interaction du                
CFTR-F508del avec la lectine est prolongée, suggérant un rôle de la CNX dans la rétention de la 
protéine mal conformée dans le RE (Pind et al., 1994, Okiyoneda et al., 2004a). Cependant, plusieurs 
études ont depuis dressé un tableau plus complexe de cette régulation. Ni le transport intracellulaire 
du CFTR-F508del, ni la sécrétion Cl- ne sont impactés par la déplétion totale de la CNX. Ce chaperon 
seul n’est donc pas suffisant pour expliquer la rétention et la dégradation du CFTR-F508del (Farinha 
et Amaral, 2005, Okiyoneda et al., 2008). Corroborant ces observations, l’équipe de M. Gentzsch a 
montré que la protéine CFTR-F508del non glycosylée n’échappe pas au contrôle de qualité mis en 
place dans les étapes précoces de la voie de sécrétion et reste associée au RE (Chang et al., 2008). 
Contrairement au CFTR-wt immature mal conformé, un autre point de contrôle, en amont et 
indépendant de la CNX, serait capable de prendre en charge le CFTR-F508del et de le diriger vers la 
dégradation. Ceci serait probablement assuré par la machinerie Hsp/c70 (Farinha et Amaral, 2005). 
Toutefois, il est à noter que cette conclusion n’est pas en adéquation avec certains travaux 
démontrant une interaction directe entre la CNX et le CFTR-F508del (Pind et al., 1994, Egan et al., 
2002, Norez et al., 2006b, Norez et al., 2009). 
 
 Enfin, il a été montré que l’accumulation de CFTR-F508del anormalement repliés dans le RE 
pouvait conduire à l’activation de l’UPR (Kerbiriou et al., 2007, Bartoszewski et al., 2008, Gomes-
Alves et al., 2010). Cette réponse, mise en place lors d’un stress du RE, vise à y rétablir l’homéostasie 
en y augmentant d’une part, la capacité de repliement des polypeptides naissants (via la synthèse de 
protéines chaperons) et d’autre part, l’élimination des protéines présentant une conformation 
aberrante (via la synthèse de protéines impliquées dans le système ERAD). L’activation de l’UPR peut 
également être à l’origine d’une répression transitoire de la traduction, ceci afin de limiter l’afflux de 
protéines dans le RE déjà saturé (pour revues : Schroder et Kaufman, 2005a,b) (Figure 32). Une 
hausse de l’expression du chaperon BiP/GRP78 ainsi que l’activation d’une des branches de la 
réponse UPR (associée au transducteur ATF6) ont été observées dans des cellules exprimant le 
mutant CFTR-F508del (Kerbiriou et al., 2007). Au cours de ces travaux, Kerbiriou et collaborateurs 
rapportent également que l’inhibition de l’expression d’ATF6 corrige le défaut de transport de la 
protéine mutée, comme en témoigne une amélioration des transports ioniques dépendants du          
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CFTR-F508del (Kerbiriou et al., 2007). Plus récemment, des travaux ont confirmé l’augmentation de 
l’expression de la protéine chaperon GRP78 dans des cellules exprimant le CFTR-F508del et révélé 
celle d’autres marqueurs, comme la GRP94 et la protéine disulfure isomérase (PDI, protein disulfide 
isomerase) (Gomes-Alves et al., 2010). 
 
6.4. Comportement du canal CFTR-F508del à la membrane plasmique
 
  6.4.1. Défaut fonctionnel 
 
 Une fois insérée dans la membrane plasmique, la protéine mutée conserve la capacité à 
transporter des ions Cl- de manière AMPc-dépendante. Toutefois, d’importantes différences avec la 
protéine sauvage sont observées.  
 Le canal CFTR-F508del possède une séquence de perméabilité anionique comparable à celle de 
la protéine CFTR-wt. Cependant des analyses électrophysiologiques (patch-clamp) rapportent une 
forte réduction de la Po et une augmentation du temps de fermeture du canal (Dalemans et al., 1991, 
Haws et al., 1996). De plus, la mutation F508del atténue considérablement l’activation dépendante de 
la phosphorylation par la PKA du canal CFTR (Hwang et al., 1997, Wang et al., 2000a). Le taux 
d’activation du CFTR-F508del est sept fois plus faible que celui observé pour le CFTR-wt (Wang et al., 
2000a). Enfin, il a également été observé que l’activité canal du CFTR-F508del était davantage 
thermolabile que celle du canal sauvage, cette dernière déclinant rapidement à 37°C (Hegedus et al., 
2006, Wang et al., 2011, Liu et al., 2012). 
 
 Les mécanismes qui sous-tendent le défaut d’ouverture/fermeture du canal muté sont encore mal 
compris. Une des pistes avancées est l’altération de la liaison entre l’hélice de couplage de l’ICL4 et la 
surface du NBD1. En perturbant fortement la création de l’interface NBD1/ICL4, l’absence du résidu 
F508 pourrait compromettre le processus d’ouverture du canal (pour revues : Hwang et Sheppard, 
2009, Lukacs et Verkman, 2012). Plus récemment, Jih et collaborateurs ont observé que l’utilisation 
d’un analogue de l’ATP, le P-dATP [N6-(2-phenylethyl)-2'-deoxy-ATP], augmentait la Po du canal, 
suggèrant que le défaut d’ouverture du canal muté puisse engager les NBDs. La mutation F508del 
déstabiliserait les états dimériques total et partiel (NBD1 et NBD2 associés via le site composite I) des 
NBDs (Jih et al., 2011). 
 
  6.4.2. Instabilité à la surface cellulaire  
 
 Le canal CFTR-F508del restauré à la membrane apicale (rCFTR-F508del, rescued              
CFTR-F508del) présente une très grande instabilité métabolique et fonctionnelle. Ceci constitue une 
limitation à l’utilisation seule des molécules correctrices comme approche thérapeutique pour la 
mucoviscidose.  
 L’accumulation de protéines aberrantes à la surface cellulaire est limitée par leur prise en charge 
rapide par le système de contrôle de qualité des protéines mis en place au niveau périphérique 
(PPQC, peripheral protein quality control) (Okiyoneda et al., 2010). L’action de chaperons tels que 













Figure 33 : Le CFTR-F508del et le contrôle de qualité périphérique des protéines
L’accumulation, à la surface cellulaire, de protéines présentant une mauvaise conformation est limitée par la mise en place du système
de contrôle de qualité périphérique des protéines (PPQC). C’est notamment le cas du CFTR-F508del restauré à la surface apicale suite à
une incubation à basse température (27qC) ou à un traitement avec un correcteur. Son ubiquitination, dépendante (CHIP) ou
indépendante (Nedd4-2) des protéines chaperons (Hsc70, Hsp90), contribue à son internalisation rapide. Les canaux ainsi ubiquitinés
sont reconnus par la machinerie ESCRT 0-III, laquelle les redirige de la voie de recyclage vers la dégradation lysosomale.
Une interaction entre le CFTR et la protéine COMMD1 (copper metabolism (Murr1) domain containing 1) a été rapportée. Par un
mécanisme encore inconnu, cette liaison protégerait le CFTR de l’ubiquitination, favorisant ainsi son expression à la membrane
plasmique (Drévillon et al., 2011)
CFTR : cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, CHIP : C-terminus of Hsc70-interacting protein, COMMD1 : copper
metabolism (Murr1) domain containing 1, ESCRT 0-III : endosomal sorting complexes required for transport, Hsc70 : heat shock
cognate protein 70, Hsp90 : heat shock protein 90 , MVBs : corps multi-vésiculaires (multivesicular bodies), PPQC : peripheral
protein quality control, USP10 : ubiquitin specific peptidase
adaptée de la revue de Lukcas et Verkman, 2012
protein), Aha-1 et l’ubiquitine-ligase CHIP, est requise pour la reconnaissance, l’ubiquitination, 
l’endocytose et la dégradation lysosomale des molécules CFTR mutées non natives ayant atteint la 
surface apicale (Okiyoneda et al., 2010, pour revue : Okiyoneda et al., 2011) (Figure 33). Suite à leur 
endocytose, les canaux CFTR ubiquitinés sont reconnus par les composants de la machinerie ESCRT 
(endosomal sorting complexes required for transport), qui les redirigent des endosomes de recyclage 
vers la dégradation lysosomale (ELAD, endolysosomal-associated degradation) (Okiyoneda et al., 
2010, pour revue : Lukacs et Verkman, 2012). Pour contrecarrer ce processus, la surexpression de la 
protéine USP10 (ubiquitin specific peptidase) apparaît être une piste intéressante. Cette enzyme de 
déubiquitination stabilise métaboliquement le CFTR-wt à la membrane, en facilitant son recyclage 
post-endocytique et en retardant son ciblage vers les lysosomes (Bomberger et al., 2010).  
 
 Dès 1993, le groupe de S. Grinstein rapporte que la stabilité fonctionnelle des protéines mutées 
ayant atteint la surface cellulaire est largement compromise (Lukacs et al., 1993). Alors que le          
CFTR-wt présente une demi-vie excédant les 48 heures à la membrane plasmique, celle du       
rCFTR-F508del ne dépasse pas les 4 heures. Cette instabilité biochimique corrèle avec les 
changements observés dans le transport ionique médié par le rCFTR-F508del (Lukacs et al., 1993, 
Heda et al., 2001). Plusieurs propositions avaient alors été faites pour expliquer la réduction de la 
demi-vie du rCFTR-F508del à la surface cellulaire : internalisation plus rapide (Heda et al., 2001) et 
diminution de l’efficacité du recyclage (Sharma et al., 2004).  
 
 La majorité des travaux conduits initialement utilisait des systèmes d’expression hétérologues 
non polarisés et/ou d’origine non humaine : cellules épithéliales murines C127 non polarisées (Lukacs 
et al., 1993), cellules épithéliales rénales de porc LLC-PK1 polarisées (Heda et al., 2001) et 
fibroblastes rénaux de hamsters (BHK-21) non polarisés (Sharma et al., 2004). Le groupe de B.A. 
Stanton a, quant à lui, décidé d’étudier les différents aspects de l’endocytose du CFTR dans les 
lignées CFBE41o-/wt et CFBE41o-/F508del polarisées, dérivant de la lignée parentale CFBE41o- 
(Swiatecka-Urban et al., 2005). Les mêmes modèles (non polarisés) ont été utilisés lors de mon travail 
de thèse, il apparaît donc important d’énoncer les principales observations faites au cours de leur 
étude : i) le rCFTR-F508del présente une demi-vie d’une heure à la membrane apicale contre             
3 heures pour le CFTR-wt, ii) l’endocytose du rCFTR-F508del est augmentée comparativement à celle 
du CFTR-wt (près de 10 % de rCFTR-F508del endocytosé en 5 minutes contre moins de 4 % pour               
le CFTR-wt), iii) les CFTR-wt et rCFTR-F508del sont recyclés à la surface cellulaire de manière 
équivalente, leur recyclage étant facilité par la protéine Rab11a (CFTR-wt et -F508del                      
co-immunoprécipités avec Rab11a), et enfin iv) l’endocytose accélérée et la diminution de la demi-vie 
apicale du rCFTR-F508del ne sont pas le fruit d’un défaut général du processus endocytique                     
[la demi-vie du transporteur BCRP (breast cancer resistance protein), de même que l’expression de la 
protéine Rab5a, sont identiques entre les deux lignées cellulaires]. Ainsi, la mutation F508del écourte                      
la demi-vie à la membrane apicale du rCFTR-F508del en y accélérant spécifiquement son endocytose 
mais sans affecter son processus de recyclage (Swiatecka-Urban et al., 2005). 
 Ces observations ont été, en partie, confirmées par Varga et collaborateurs (Varga et al., 2008). 
Par ailleurs, cette étude rapporte que le rCFTR-F508del présente à 27°C une internalisation plus lente 
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ainsi qu’une demi-vie plus importante qu’à 37°C. De telles observations sous-entendent que le défaut 
du processus endocytique du rCFTR-F508del serait thermosensible (Varga et al., 2008). 
 
 Toujours dans le but de caractériser la stabilité apicale, l’internalisation et le recyclage du CFTR, 
le groupe de M. Gentzsch s’est tourné vers l’utilisation d’un modèle plus pertinent d’un point de vue 
physiologique : des cultures primaires de cellules épithéliales des voies aériennes humaines (HAE, 
human airway epithelial) hautement différenciées. Dans ce modèle, le rCFTR-F508del transite de la 
membrane apicale vers les compartiments endosomaux plus rapidement que le CFTR-wt et présente 
un recyclage beaucoup moins efficace (Cholon et al., 2009). En cohérence avec des travaux 
développés dans le paragraphe 5.1.1, les auteurs suggèrent que des propriétés intrinsèques du 
CFTR, et notamment sa N-glycosylation, peuvent affecter sa stabilité à la surface cellulaire. Les deux 
chaînes oligosaccharidiques localisées sur l’ECL4, non primordiales pour l’adressage apical du canal, 
seraient par contre requises pour un recyclage efficace du CFTR. Elles présenteraient une information 
essentielle pour le ciblage apical des protéines CFTR contenues dans les compartiments endosomaux 
(Chang et al., 2008, Cholon et al., 2009).  
 Plus récemment, afin d’expliquer la plus grande mobilité du rCFTR-F508del à la surface 
cellulaire, Valentine et collaborateurs ont testé l’hypothèse d’interactions réduites avec les protéines 
PDZ. De façon originale, l’utilisation de la technique du « single particle tracking » a permis de 
mesurer la mobilité apicale du CFTR dans des cellules vivantes. Une corrélation entre une 
internalisation accélérée du rCFTR-F508del et une réduction des interactions avec les protéines PDZ 
a été établie (Valentine et al., 2012). Les acteurs du PPQC ont alors été mis en cause pour expliquer 
cette diminution. En effet, les interactions avec les protéines PDZ pourraient être gênées par 
l’ubiquitination du rF508del-CFTR, de même que stériquement entravées par le complexe formé entre 




 Dans le but d’améliorer efficacement le phénotype engendré par la perte du résidu F508, le 
développement d’un composé capable d’intervenir au niveau des trois anomalies majeures énoncées 
ci-dessus se révèle nécessaire. Cette « molécule idéale » devra donc être capable : i) de restaurer 
efficacement le transport du CFTR-F508del à la membrane apicale, en améliorant les processus de 
repliement intradomaines et d’assemblage de la protéine mutée et/ou en l’aidant à échapper à l’ERQC 
(= action correctrice), ii) d’augmenter l’activité AMPc-dépendante compromise du canal              
CFTR-F508del à la membrane, afin d’atteindre des niveaux similaires à ceux du canal CFTR-wt         
(= action potentiatrice), et enfin iii) d’élever la stabilité des canaux mutés à la surface cellulaire           
(= action stabilisatrice) (Jurkuvenaite et al., 2010, pour revue : Molinski et al., 2012). 
 
7. La recherche et le développement de stratégies thérapeutiques
 
 Actuellement, la grande majorité des traitements proposés aux patients vise à soulager les 
différentes manifestations de la maladie. Cela inclut des antibiotiques, des agents anti-inflammatoires, 
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des mucolytiques, l’inhalation de solutions salines hypertoniques, le remplacement des enzymes 
pancréatiques et, en ultime recours, la transplantation pulmonaire lors d’insuffisance respiratoire 
installée. Bien que ces stratégies permettent d’améliorer significativement l’espérance de vie et la 
qualité de vie des malades, le développement de thérapies s’attaquant aux causes et non pas aux 
conséquences de la maladie suscite bien évidemment un très grand intérêt parmi les différents 
groupes de recherche. 
 Encore incomplètes, les nombreuses connaissances acquises depuis plus de 20 ans sur le gène 
et la protéine CFTR ont considérablement amélioré la compréhension de la physiopathologie de la 
maladie. Ces progrès réalisés permettent l’exploration de différentes approches thérapeutiques à 
visée plus curative, comme le remplacement du gène anormal par la thérapie génique, la 
reconstitution d’un épithélium respiratoire fonctionnel grâce à la thérapie cellulaire ou encore 
l’identification de petites molécules spécifiques à chaque classe de mutations, englobée sous le terme 
de thérapie de la protéine.  
 
7.1. Des stratégies adaptées à chaque classe de mutations
 
 La discussion se focalisera davantage sur les différents composés identifiés pour corriger les 
défauts conférés par les mutations de classe I, II et III. 
 
  7.1.1. Translecture de codons stop prématurés : mutations de classe I 
 
 Les patients porteurs de mutations entraînant l’apparition d’un codon de terminaison prématuré 
présentent des phénotypes très sévères de la maladie. En effet, la dégradation rapide des transcrits 
CFTR arborant cette anomalie conduit, in fine, à l’absence de protéine CFTR à la membrane 
plasmique des cellules épithéliales.  
 La recherche de molécules permettant aux ribosomes de franchir le codon stop prématuré a été 
initiée avec la gentamicine, un antibiotique de la famille des aminoglycosides. Bien qu’elle permette de 
restaurer une présence apicale de protéines CFTR entières (Wilschanski et al., 2003), la toxicité de ce 
composé limite grandement son utilisation chez les malades. La molécule PCT124 (ou Ataluren), 
dont l’essai clinique international de phase III s’est achevé l’année dernière, représente une piste très 
sérieuse. Les patients montrent une amélioration progressive de leur fonction pulmonaire et une 
bonne tolérance envers la molécule (Sermet-Gaudelus et al., 2010a , Wilschanski et al., 2011).  
 
  7.1.2. Identification de correcteurs promouvant l’adressage à la membrane de protéines 
mutées présentant un défaut de maturation conformationnelle : mutations de classe II  
 
 Conservant une certaine fonctionnalité, de nombreux efforts ont été entrepris dans la recherche 
de composés permettant à la protéine CFTR-F508del d’échapper au système ERAD. Bien que 
l’identification de correcteurs spécifiques s’avère essentielle, on sait aujourd’hui que cette seule 
approche n’est pas suffisante pour espérer améliorer efficacement le phénotype des patients 
homozygotes pour la mutation F508del. 
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a. Avant-propos : différentes pistes pour restaurer le CFTR-F508del à la surface cellulaire
 Une caractéristique majeure du mutant CFTR-F508del est sa thermosensibilité. Alors qu’à 37°C 
une grande majorité des protéines CFTR-F508del mal conformées sont rapidement dégradées par le 
système ERAD, les mutants parviennent à échapper à l’ERQC et sont adressés à la membrane 
apicale pour des températures comprises entre 25 et 29°C (température permissive) (Denning et al., 
1992). Mis en évidence il y a une vingtaine d’années, la compréhension de ce processus est encore 
loin d’être complète. Selon une étude récente, une température réduite altérerait la fonction du 
protéasome (Jurkuvenaite et al., 2010). 
 Des molécules chimiques, comme le glycérol (Sato et al., 1996) et le DMSO (diméthylsulfoxyde) 
(Bebok et al., 1998), permettent également de restaurer une présence apicale du CFTR-F508del. Le 
glycérol, connu pour stabiliser la structure des protéines, améliorerait l’efficacité du processus de 
repliement des protéines mutées. Cela conduit à l’enregistrement d’une conductance Cl- dépendante 
de l’AMPc dans des cultures de cellules traitées (Sato et al., 1996). Néanmoins, le manque de 
spécificité et la toxicité de ces chaperons chimiques limitent grandement leur utilisation thérapeutique. 
 
 Des approches comme le criblage à haut débit (HTS, high-throughput screening) se sont 
révélées très fructueuses et ont permis l’identification de centaines de correcteurs. Malheureusement, 
la plupart des molécules identifiées présentent une efficacité correctrice limitée et une certaine 
toxicité. De plus, à la différence des potentiateurs, l’effet des correcteurs est fortement influencé par le 
contexte cellulaire, avec des cas extrêmes où l’efficacité d’une molécule n’est rapportée que dans un 
seul type cellulaire (Pedemonte et al., 2010).  
 Le mécanisme d’action des correcteurs identifiés reste en grande partie inexpliqué. Il serait en 
fait plus juste de parler de multiples mécanismes d’action. En effet, certains composés sont capables 
d’exercer leurs effets, de façon spécifique, via une interaction directe avec le CFTR muté. Ils sont 
qualifiés de chaperons pharmacologiques. D’autres se révèlent beaucoup moins spécifiques car ils 
impactent l’expression et l’activité de la machinerie du contrôle de qualité des protéines (RE et 
membrane apicale). Ils sont qualifiés de régulateurs de la protéostasie (pour revues : Lukacs et 
Verkman, 2012, Molinski et al., 2012). 
 
b. Modulation de l’expression et de l’activité des chaperons moléculaires
 Les protéines chaperons apparaissent comme des cibles thérapeutiques potentielles. Leur 
manipulation pourrait permettre de limiter la dégradation de la protéine CFTR-F508del, d’augmenter 
son export à partir du RE, et donc sa présence à la membrane apicale.  
 
 De nombreux composés chimiques perturbant l’activité de Hsc70 ont été développés. Un des 
plus connus, le 4-phénylbutyrate de sodium (4-PBA, ou Buphenyl), améliore le transport intracellulaire 
du CFTR-508del, restaurant une sécrétion Cl- dépendante du CFTR dans des cellules épithéliales CF 
(Rubenstein et al., 1997). Parallèlement à la diminution de l’expression protéique de Hsc70, le 
composé 4-PBA augmente l’expression de Hsp70, perturbant les interactions de ces deux chaperons 
avec la protéine CFTR-F508del (Rubenstein et Zeitlin, 2000, Rubenstein et Lyons, 2001, Choo-Kang 
et Zeitlin, 2001, Suaud et al., 2011). Toutefois, lors d’essais cliniques conduits sur des sujets 
80
homozygotes pour la mutation F508del, le 4-PBA n’a que partiellement augmenté le transport ionique 
transépithélial dépendant du CFTR (Rubenstein et Zeitlin, 1998, Zeitlin et al., 2002). La molécule  
Corr-4a (Pedemonte et al., 2005) permettrait, quant à elle, de réduire significativement la liaison de 
Hsc70 au NBD1-F508del (~30 %), mais pour de fortes concentrations (50 micromolaire, µM) (Scott-
Ward et Amaral, 2009). Ces données encouragent la recherche de régulateurs de la protéostasie 
toujours plus efficaces. Peuvent être cités l’apoptozole (Cho et al., 2011), un alcaloïde quinolizidine 
nommé matrine (Basile et al., 2012) ou encore l’immunosuppresseur déoxyspergualine (DSG) (Jiang 
et al., 1998, Norez et al., 2008b), qui tous ciblent Hsc70.  
 La geldanamycine, un antibiotique de la famille des ansamycines, est pour sa part un inhibiteur 
spécifique de Hsp90. Cependant, les bénéfices qu’elle apporterait aux patients sont encore discutés. 
Des investigations supplémentaires concernant son rôle dans la maturation de la protéine CFTR 
mutée se révèlent nécessaires (Loo et al., 1998, Fuller et Cuthbert, 2000, pour revue : Chanoux et 
Rubenstein, 2012). 
 Des molécules perturbant le « cycle de la calnexine » ont aussi été identifiées et à ce titre, peut 
être cité l’exemple du miglustat (Zavesca) ou NB-DNJ (N-butyldeoxynojirimcyn). L’équipe de F. Becq 
a montré que cet inhibiteur de l’alpha-1,2- glucosidase perturbait l’interaction entre la CNX et le   
CFTR-F508del, lui permettant d’échapper à la voie de l’ERAD et de poursuivre sa maturation dans 
l’appareil de Golgi (Norez et al., 2006a). Des cellules épithéliales nasales CF traitées chroniquement 
avec le miglustat (100 µM) présentent une correction progressive et stable du CFTR-F508del (Norez 
et al., 2009). De plus, parallèlement à la restauration d’une conductance Cl- dépendante du CFTR, le 
miglustat limite l’hyperabsorption des ions Na+ (Noël et al., 2008) et régule l’homéostasie calcique 
(Antigny et al., 2008a). Des effets très intéressants ont également été observés chez un modèle souris 
Cftr 
F508del/F508del. Suite à l’instillation nasale d’une faible dose de miglustat (de l’ordre du picomolaire, 
pM), une normalisation des conductances Na+ et Cl- a été observée (Lubamba et al., 2009). Au vu de 
ces données encourageantes, la molécule miglustat a fait l’objet de plusieurs essais cliniques, qui 
n’ont malheureusement pas confirmé ces résultats prometteurs.  
 Enfin, l’utilisation d’inhibiteurs de pompes calciques, comme la pompe SERCA, représente aussi 
une piste intéressante. En effet, l’activité de nombreux chaperons moléculaires impliqués dans la 
rétention des protéines incorrectement repliées dans le RE est régulée par le calcium. C’est 
notamment le cas de la CNX. Parmi ces composés sont retrouvés : l’acide cyclopiazonique (CPA), le 
2’,5’-di(ter-butyl)-1,4-benzohydroquinone (DBHQ), le curcumin (Egan et al., 2004) ou encore la 
thapsigargine (Tg). En diminuant et en maintenant un faible taux de calcium dans le RE, ces 
molécules altèrent l’interaction entre le CFTR-F508del et certains chaperons Ca2+-dépendants (Egan 
et al., 2002, Norez et al., 2006a).  
 
 Il est important de remarquer que la modulation de l’expression et de l’activité de ces chaperons 
n’est pas anodine. Même si de telles modulations influencent positivement le trafic du CFTR-F508del 
dans les cellules épithéliales, leur expression ubiquitaire et les fonctions qu’elles exercent dans toutes 




Figure 34 : Structures chimiques de correcteurs et potentiateurs identifiés lors de                       
criblages à haut débit




Rubenstein, 2012, Lukacs et Verkman, 2012). De plus, les fortes concentrations requises et la toxicité 
potentielle de certaines de ces molécules limitent leur utilisation thérapeutique. 
 
c. Les correcteurs qui interagissent directement avec le CFTR-F508del
 Le correcteur Corr-4a (Figure 34), un dérivé bisaminomethylbithiazole, a été identifié lors d’un 
criblage à haut débit d’une librairie de 150 000 composés (Pedemonte et al., 2005). Les études 
initiales démontrent qu’une incubation de 12 à 24 heures (à 37°C) avec le Corr-4a améliore 
l’expression apicale du CFTR-F508del, conduisant à une élévation de la conductance Cl- (de l’ordre 
de 8 % de celle observée pour le canal sauvage). En plus de perturber la liaison de Hsc70 au    
NBD1-F508del, d’autres mécanismes d’action ont été identifiés, comme la promotion du processus de 
repliement (Loo et al., 2008, Grove et al., 2009), la restauration de l’interaction interdomaines 
TMD1/TMD2 (Loo et al., 2009) et l’altération de l’ubiquitination (Jurkuvenaite et al., 2010). Toutefois, 
l’interaction directe entre le composé Corr-4a et le CFTR-F508del reste discutée. Enfin, des analyses 
de profil d’expression de gènes rapportent qu’un traitement avec le Corr-4a n’altère pas 
significativement le transcriptome cellulaire, suggérant une action assez spécifique de ce composé 
(Sondo et al., 2011). 
 Le composé VRT-325 (Figure 34), une quinazoline, est la première molécule correctrice pour 
laquelle une action via une interaction directe avec le CFTR a été rapportée sans ambigüité, faisant du 
VRT-325 un véritable chaperon pharmacologique (Kim Chiaw et al., 2010). Comme beaucoup de 
correcteurs de première génération, le VRT-325 ne corrige que partiellement le processus de 
repliement du CFTR-F508del, en stabilisant certains domaines individuels (NBD1) et certaines 
interfaces interdomaines (Loo et al., 2009, Yu et al., 2011). Ceci limite l’efficacité de ce correcteur 
dans la restauration du transport intracellulaire du CFTR-F508del à la surface cellulaire (Van Goor et 
al., 2006). Comme le composé Corr-4a, le VRT-325 ne montre pas d’effet majeur sur le transcriptome 
cellulaire (Sondo et al., 2011). Par ailleurs, en dépit de son action positive sur le processus de 
repliement du CFTR, le VRT-325 inhibe, à de fortes concentrations (25 µM), le transport ionique 
dépendant du CFTR. Cette molécule diminuerait significativement l’activité ATPasique du CFTR en 
réduisant son affinité pour l’ATP (Kim Chiaw et al., 2010). 
 Le correcteur RDR1 (Figure 34), un dérivé phénylhydrazone, a été identifié lors d’un criblage à 
haut débit développé sur un domaine isolé du CFTR, à savoir NBD1 (Carlile et al., 2007). C’est 
actuellement le seul chaperon pharmacologique pour lequel le domaine cible est identifié, bien qu’il 
reste encore à déterminer les résidus impliqués dans cette interaction. Les différents tests 
biochimiques et électrophysiologiques conduits par le groupe de D.Y. Thomas dans différents 
modèles (systèmes d’expression hétérologues, cellules polarisées, souris génétiquement modifiées) 
rapportent que RDR1 : i) améliore la thermostabilité du NBD1-F508del murin, ii) augmente la 
maturation de la protéine CFTR-F508del humaine et iii) restaure une conductance Cl- (in vitro dans 
des cellules exprimant le CFTR-F508del humain et in vivo chez le modèle murin) (Sampson et al., 
2011).  
 Un autre correcteur mis en lumière est le VX-809 (Figure 34). Peu de choses sont connues sur 
ses mécanismes d’action et sur les interactions moléculaires entre ce composé et le CFTR-F508del 
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mais les effets observés in vitro se révèlent particulièrement prometteurs. À des concentrations de 
l’ordre du nM, le VX-809 s’avère être un correcteur hautement spécifique et efficace, permettant de 
restaurer une sécrétion Cl- à hauteur de 15 % de celle observée pour des cellules épithéliales 
bronchiques humaines non-CF (Van Goor et al., 2011). Le CFTR-F508del corrigé avec le VX-809 
exhibe des caractéristiques biochimiques et fonctionnelles similaires au CFTR normal, notamment en 
termes de résistance à la protéolyse de la protéine entière, de temps de séjour dans la membrane 
plasmique et de Po (Van Goor et al., 2011). Néanmoins, utilisés chez des patients adultes 
homozygotes pour la mutation F508del, le VX-809 conduit à une normalisation des courants Cl- 
uniquement au niveau des glandes sudoripares (Clancy et al., 2011).  
 Une nouvelle cible thérapeutique potentielle révélée récemment, est le site d’interaction entre la 
kératine 8 (K8) et la protéine CFTR-F508del. La perturbation de cette liaison physique entraîne 
l’adressage du CFTR muté à la membrane, comme en témoigne l’augmentation des sécrétions 
ioniques AMPc-dépendantes observée suite à l’utilisation de siRNA-K8 dans les cellules HeLa 
transfectées avec le CFTR-F508del (Colas et al., 2012). Dans le prolongement de ces travaux, un 
criblage informatique a conduit à l’identification de douze composés susceptibles d’interagir avec la 
version mutée du NBD1 et d’agir comme des inhibiteurs d’interaction protéine-protéine. Deux de ces 
molécules présentent un fort potentiel thérapeutique. En effet, elles permettent d’augmenter de 
manière significative le transport ionique médié par le canal CFTR dans i) les cellules HeLa 
transfectées avec le CFTR-F508del, ii) des cultures primaires de cellules épithéliales bronchiques 
humaines CF et iii) l’épithélium nasal de souris homozygotes pour la mutation F508del. De façon 
intéressante, ces deux correcteurs exerceraient leur action en perturbant l’interaction entre la K8 et le 
CFTR-F508del (Odolczyk et al., 2013). 
 
  7.1.3. Identification de potentiateurs améliorant l’activité des protéines CFTR mutées 
présentant un défaut fonctionnel : mutations de classe II et classe III 
 
 La restauration seule du transport du CFTR-F508del à la membrane apicale n’est pas suffisante 
pour prétendre améliorer convenablement le transport ionique transépithélial chez les malades. Ainsi, 
à côté de l’identification de correcteurs toujours plus efficaces, de nombreux efforts ont été entrepris 
pour découvrir des composés capables d’améliorer spécifiquement l’activité du canal. De tels 
composés sont appelés potentiateurs. Pour une grande majorité d’entre eux, ils exercent leur action 
en interagissant directement avec le CFTR au niveau des NBDs, modulant leur dimérisation ou 
augmentant la liaison et l’hydrolyse de l’ATP (Vergani et al., 2005, Sampson et al., 2011)  
 
 Avant la mise en place du criblage à haut débit, la communauté scientifique disposait déjà d’un 
bon nombre de molécules capables de stimuler, d’augmenter l’activité canal chlorure du CFTR telles 
que la forskoline (Fsk) ou des molécules de la classe des xanthines, flavonoïdes, benzimidazoles et 
dihydropyridines (pour revue : Lukacs et Verkman, 2012). La Fsk, principe actif extrait de la plante 
Coleus forskohli, est une molécule très utilisée lors des études, in vitro, d’activité du canal CFTR. Cet 
activateur de l’AC conduit à une élévation du taux d’AMPc intracellulaire, laquelle promeut l’activation 
de la PKA. Dans le but de maintenir des concentrations suffisantes en AMPc, des composés limitant 
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sa dégradation peuvent être employés. Parmi ces inhibiteurs de PDEs sont retrouvés : des xanthines 
comme l’IBMX (Drumm et al., 1991), des drogues telles l’amrinone et le milrinone ou encore le 
sildénafil (inhibiteur de la PDE5) (Cobb et al., 2003). De la même façon, l’utilisation d’inhibiteurs de 
phosphatases, comme l’acide okadaïque ou la calyculine, conduit à prolonger l’état actif du canal en 
limitant sa déphosphorylation (Luo et al., 1998). Certaines xanthines et certains flavonoïdes sont 
quant à eux capables d’interagir directement avec le CFTR (au niveau des NBDs) et d’améliorer sa 
Po. C’est notamment le cas du composé CPX (8-cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine) et de la génistéine 
(Gst) (Illek et al., 1995, French et al., 1997).  
 
 Par la suite, les efforts développés par de nombreux groupes de recherche et l’utilisation du 
criblage à haut débit ont conduit à l’identification de nouveaux potentiateurs (Figure 34). À titre 
d’exemple, le composé phénylglycine PG-01, administré en combinaison avec un agoniste de l’AMPc, 
stimule la conductance Cl- dépendante du CFTR-F508del et restaure une Po sensiblement 
équivalente à celle observée pour le canal sauvage (pour revue : Lukacs et Verkman, 2012).  
 Le composé pyrazole VX-770 conduit à une normalisation des sécrétions Cl- et Na+ dans des 
cellules épithéliales bronchiques issues de patients hétérozygotes G551D/F508del. Interagissant 
directement avec le CFTR, ce potentiateur augmente la Po des canaux CFTR-G551D et             
CFTR-F508del (Van Goor et al., 2009, Eckford et al., 2012). Le VX-770 (Kalydeco, Ivacaftor) a 
obtenu, en janvier 2012, l’approbation par la FDA pour les malades âgés de plus de 6 ans porteurs de 
la mutation G551D. Les patients traités montrent une amélioration de la fonction pulmonaire, un gain 
de poids, une normalisation des sécrétions sudorales et sont moins sujets aux exacerbations 
pulmonaires (Ramsey et al., 2011). Les malades pouvant espérer un réel bénéfice thérapeutique avec 
cette molécule sont au final assez peu nombreux, la fréquence de la mutation G551D dépassant à 
peine le seuil de 1 %. Néanmoins, le VX-770 constitue un réel espoir et fait l’objet de nombreuses 
études cliniques. Une partie de celles-ci évaluent l’efficacité et la tolérance de sa combinaison avec 
des correcteurs comme les composés VX-809 ou VX-661, chez des patients homozygotes pour la 
mutation F508del (sources : http://www.cff.org/research/DrugDevelopmentPipeline/). 
 
  7.1.4. Thérapies combinées et molécules à double activité : mutations de classe II 
 
a. Combinaison de molécules actives
 Au vu de l’efficacité limitée d’un grand nombre des correcteurs identifiés, plusieurs auteurs ont 
proposé une utilisation combinée de ces composés. Un traitement alliant les chaperons 
pharmacologiques Corr-4a et VRT-325 conduit à un effet synergique sur le processus de biosynthèse 
du CFTR-F508del, suggérant des sites de liaison différents sur la protéine mutée (Wang et al., 2007b, 
Pedemonte et al., 2010). Afin de pallier les multiples défauts engendrés par la mutation F508del, des 
approches thérapeutiques s’orientent vers un traitement « correcteur + potentiateur ».  Bien que les 
premiers résultats de ces bithérapies semblent prometteurs, il faut néanmoins rester prudent dans la 
mise en place de telles stratégies. Celles-ci impliquent l’utilisation de molécules de haute spécificité, 
ne ciblant que la protéine CFTR défectueuse, afin de limiter l’apparition d’effets inattendus. De plus, 
84
un traitement avec deux molécules pourrait donner lieu à des interactions médicamenteuses aux 
conséquences néfastes et augmenter les problèmes de toxicité (pour revue : Molinski et al., 2012).  
 
b. Molécules à double activité
 L’idéal serait bien évidement d’identifier des composés possédant une double, voire une triple 
compétence (trafic, activité, stabilité). À ce jour, peu des molécules identifiées lors des criblages 
présentent cette particularité (Sheppard, 2011).  
 C’est toutefois le cas du potentiateur VRT-532 (Van Goor et al., 2006), qui corrige également 
spécifiquement l’adressage défectueux du CFTR-F508del. Cependant son activité correctrice est 
assez faible et ne permet pas de restaurer significativement la protéine mutée à la surface cellulaire. 
C’est aussi le cas des chaperons pharmacologiques RDR1, VRT-325 et Corr-4a. Alors que RDR1 
possède une faible activité potentiatrice (Sampson et al., 2011), VRT-325 et Corr-4 améliorent la 
stabilité du rCFTR-F508del à la surface cellulaire (Varga et al., 2008). Les aminoarylthiazoles (AATs), 
tels que le composé EN177I (Pedemonte et al., 2011), ainsi que certains composés MPB possèdent 
également cette particularité (Becq et al., 1999, Galietta et al., 2001). En plus de moduler positivement 
l’activité du CFTR (wt, G551D et F508del), la liaison de certains MPB au CFTR-F508del limiterait sa 
dégradation protéasomale, favorisant ainsi sa relocalisation à la surface des cellules épithéliales 
(Norez et al., 2008a). De façon intéressante, Mills et associés décrivent la synthèse d’une molécule 
hybride composée du correcteur Corr-4a et du potentiateur PG-01, séparés par un lien hydrolysable. 
En conditions physiologiques, le clivage de cette molécule hybride par les enzymes intestinales 
permet la libération des deux composés, pouvant alors aller exercer leurs actions respectives (Mills et 
al., 2009).  
 
7.2. Autres stratégies thérapeutiques
 
  7.2.1. La thérapie génique 
 
 Suite au clonage du gène responsable de la maladie, la thérapie génique de la mucoviscidose a 
suscité un grand intérêt au sein de la communauté scientifique. Initialement pleine d’espoir pour les 
malades et malgré des efforts intenses, cette stratégie se révèle malheureusement décevante. Les 
bénéfices cliniques rapportés à ce jour restent très faibles.  
 Pouvant paraître simple aux premiers abords, délivrer une ou plusieurs copies du gène CFTR 
normal au niveau des poumons se révèle plus difficile qu’il n’y paraissait au départ (pour revue : 
Griesenbach et Alton, 2012). Le transfert de l’acide déoxyribonucléique complémentaire (ADNc) du 
CFTR dans l’épithélium respiratoire se heurte à de nombreuses difficultés, dont l’identification de 
vecteurs efficaces. Les vecteurs biologiques viraux, comme les adénovirus ou les virus              
adéno-associés (AAV, adeno-associated virus), permettent d’incorporer le gène CFTR de manière 
efficace dans les cellules épithéliales respiratoires, mais présentent le gros désavantage de 
déclencher une réponse immunitaire anti-virale. Toutefois, il a été suggéré que les lentivirus seraient 
en mesure d’échapper au système immunitaire, permettant l’administration répétée et une expression 
stable du gène au cours du temps. Ces virus ouvrent de nouvelles portes pour l’utilisation de vecteurs 
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viraux dans le cadre de la thérapie génique de la mucoviscidose (pour revue : Griesenbach et Alton, 
2012). Une alternative à cela est le développement de vecteurs synthétiques, notamment des lipides 
(liposomes), qui présentent une toxicité et une immunogénicité moindres que les vecteurs viraux. 
Cependant, leur efficacité de transfert est plus faible et les complexes ADN-lipides ne sont pas très 
stables.  
 
  7.2.2. Modulation des voies de transport ionique parallèles 
 
 Des approches autres que la restauration d’une sécrétion Cl- médiée par le canal CFTR peuvent 
être mises en place pour rééquilibrer le transport ionique transépithélial et retrouver un niveau 
d’hydratation correcte de l’ASL chez les malades.  
 
 Actuellement, les traitements visant à améliorer la clairance mucociliaire au niveau de 
l’épithélium respiratoire incluent l’inhalation d’une solution saline hypertonique ou d’agents osmotiques 
comme le mannitol. Une autre stratégie à visée plus curative est basée sur la modulation des voies de 
transport ionique parallèles. De nombreux efforts sont entrepris dans le but d’identifier des composés 
réduisant l’absorption d’électrolytes médiée par les canaux sodiques (inhibiteurs des ENaCs) ou 
stimulant la sécrétion Cl- non dépendante du CFTR (activateurs des CaCCs). Cette dernière 
permettrait de compenser le défaut de sécrétion Cl- engendré par le défaut fonctionnel et/ou la 
présence en quantité réduite du canal CFTR muté à la surface des épithélia mucoviscidosiques.  
 Plusieurs molécules capables de stimuler un transport d’ions Cl- via l’activation des CaCCs ont 
été identifiées. C’est le cas du Moli 1901, dont les résultats pourtants prometteurs (Zeitlin et al., 2004, 
Grasemann et al., 2007) n’ont pas été confirmés lors de l’étude clinique de phase II terminée en août 
2009. Il en est de même pour la molécule Denufosol, un agoniste des récepteurs P2Y2, qui montrait 
des résultats pourtant très encourageants depuis les essais cliniques débutés en 2005 (Deterding et 
al., 2005, Ratjen et al., 2012). Une autre molécule mise en exergue lors d’un criblage à haut débit est 
la guanabenz (Wytensin). Cet agoniste des récepteurs D-2 adrénergiques augmente la 
concentration intracellulaire en ions Ca2+ via la stimulation d’un influx calcique dans les cellules 
épithéliales nasales JME-CF15. Ceci permet l’activation des CaCCs et la restauration d’une sécrétion 
Cl- (Norez et al., 2008c). Malgré certaines désillusions récentes, l’utilisation de composés capables de 
stimuler cette voie de transport ionique parallèle reste une alternative intéressante. Toutefois, un 
élément important à considérer dans la mise en place d’une telle stratégie, est l’activité CaCC que 
pourrait présenter le canal CFTR dans certains épithélia (pour revue : Billet et Hanrahan, 2013). 
 
8. Conclusion : le CFTR, toujours en quête de protéines partenaires
 
 L’identification de nouveaux partenaires de la protéine CFTR constitue une part importante de la 
recherche sur la mucoviscidose. L’interactome du CFTR ne cesse de s’agrandir et de fournir de 
précieuses informations permettant de mieux appréhender les multiples étapes de sa biosynthèse et 
de son transport intracellulaire. De plus, l’étude de ces interactions protéine-protéine permet 
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également de parfaire les connaissances sur les mécanismes moléculaires impliqués dans la 
régulation de l’activité du canal ionique lorsque celui est inséré dans la membrane apicale. 
 La décortication des divers complexes protéiques dans lequel le CFTR est engagé, que ce soit 
dans le RE, le compartiment post-golgien et à la membrane apicale, s’avère essentielle pour découvrir 
de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles. 
 
 Dans le cadre de la recherche de nouveaux partenaires du CFTR, une interaction directe entre le 
canal ionique et la protéine annexine A5 a été mise en évidence dans notre laboratoire. Il a été montré 
que ce lien physique s’établissait via NBD1. De plus, soulevant la pertinence physiologique de cette 
découverte, une codistribution (partielle) des deux protéines a été observée dans la région apicale de 
cellules épithéliales bronchiques humaines (coupes tissulaires). Une connexion fonctionnelle entre les 
deux protéines a également été établie. En effet, la sécrétion ionique dépendante du CFTR apparaît 
corrélée au niveau d’expression intracellulaire de l’annexine A5. Enfin, une hausse des courants 
médiés par le CFTR (stimulés par un cocktail Fsk/IBMX) ainsi qu’une augmentation de la quantité de 
canaux dans la membrane plasmique ont été observées suite à la surexpression de l’annexine A5 
dans des cellules exprimant le CFTR-F508del (Trouvé et al., 2007, Le Drévo et al., 2008). Au vu de 
telles observations, l’annexine A5 apparaît comme une cible potentielle pour la correction de certains 
défauts engendrés par la mutation F508del. Une piste thérapeutique pourrait être l’identification de 
molécules capables d’augmenter son expression dans des cellules épithéliales exprimant le mutant 




















Partie 3. Les annexines
 Les annexines forment une famille de protéines liant le calcium, pour lesquelles de nombreuses 
propriétés sont décrites mais qui ne possèdent pas encore de fonction(s) biologique(s) bien définie(s). 
Elles apparaissent impliquées dans de multiples processus cellulaires souvent, mais pas seulement, 
reliés aux membranes. Cela s’explique par leur capacité à se lier aux phospholipides membranaires 
de manière dépendante du calcium. 
 Les annexines A1 et A2 restent, à ce jour, les annexines les plus étudiées et les mieux 
caractérisées. L’annexine A5 est également très présente dans la littérature. Sa région N-terminale 
limitée à quelques acides aminés fait d’elle la plus petite des annexines, contituant ainsi un excellent 
modèle pour la compréhension de leur comportement de liaison aux membranes. Une autre raison de 
sa popularité est son utilisation comme marqueur quasi universel de l’apoptose. 
 
 Aucune maladie humaine incriminant comme cause principale des mutations dans les gènes 
codant les annexines n’a encore été décrite. Cependant, de nombreuses observations tendent à 
souligner l’importance physiologique de cette famille de protéines. Il apparaît que des modifications 
dans le niveau d’expression, la localisation ou encore la fonction de certaines annexines peuvent 
contribuer à la physiopathologie de certaines maladies (pour revues : Gerke et Moss, 2002, Hayes et 
Moss, 2004). Cela a notamment été observé dans le cadre de maladies cardiovasculaires, 
inflammatoires et certains cancers.  
 Dans des cas bien particuliers, pour lesquels des dérégulations dans le niveau d’expression ou la 
fonction des annexines s’avèrent fondamentalement responsables de l’état pathologique, certains 
auteurs ont introduit le terme d’annexinopathies. Peut être cité le groupe de J.H. Rand, lequel a 
corrélé certaines anomalies liées aux annexines A2 et A5 avec des désordres de la coagulation (pour 
revues : Rand, 2000, Hayes et Moss, 2004). 
 
1. Présentation générale : découverte, définition et nomenclature 
 
 Le terme annexine, proposé en 1990, provient du mot grec « annex » qui signifie « faire tenir 
ensemble ». Il a été choisi pour décrire la propriété principale des annexines qui est de se lier à et de 
maintenir ensemble certaines structures biologiques, en particulier les membranes. 
 Lors de leur découverte dans les années 1970-1980, des noms très variés leur ont été attribués, 
se référant le plus souvent à leurs propriétés. Des termes tels que synexines (Creutz et al., 1978), 
lipocortines (Flower, 1986), chromobindines (Creutz et al., 1983), calcimedines (Moore et al., 1984), 
calpactines (Glenney et al., 1987) ou encore anchorines (Mollenhauer et al., 1984) étaient alors 
employés par la communauté scientifique . Par la suite, l’identification de caractéristiques communes 
a permis de regrouper ces différentes protéines au sein d’une même superfamille (pour revues : 
Crompton et al., 1988, Gerke et Moss, 2002). Pour pouvoir prétendre être une annexine, une protéine 
doit remplir deux conditions majeures : i) lier les phospholipides de manière calcium-dépendante, 
préférentiellement les phospholipides acides constitués d’une ou plusieurs charges négatives,                
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Selon la nomenclature actuelle, les annexines sont regroupées en 5 familles : la famille A réunit les 12 annexines retrouvées chez               
les vertébrés, les familles B à E regroupent respectivement les annexines présentes chez les invertébrés, les champignons et les
eucaryotes unicellulaires, les plantes et enfin les protistes. Des exceptions peuvent être soulignées : un orthologue de l’annexine A11, 













Tableau IV : Nomenclature de la superfamille des annexines
et ii) présenter une séquence possédant une répétition, quatre ou huit fois selon le membre de la 
famille, d’un segment conservé de 70 acides aminés, nommé « répétition annexine » ou « domaine 
annexine ». 
 Plus de 160 annexines ont été identifiées à ce jour, réparties dans plus de 65 espèces 
différentes. Elles sont présentes dans de très nombreux organismes du règne vivant mais ne sont 
cependant pas retrouvées chez les bactéries. La nomenclature actuelle classe les annexines (Anx) 
selon 5 grandes familles (Tableau IV) : les annexines de la famille A sont spécifiques aux vertébrés 
(AnxA1 à AnxA13, la nomenclature A12 n’a pas été référencée). Les annexines présentent chez les 
invertébrés constituent la famille B (AnxB1 à AnxB14). La famille C regroupe les annexines de 
champignons et de certains eucaryotes unicellulaires (AnxC1 à AnxC9). Les annexines de plantes 
forment la famille D (AnxD1 à AnxD25). Enfin, les annexines de la famille E sont retrouvées chez les 
protistes (AnxE1 à AnxE7) (pour revue : Moss et Morgan, 2004).  
Entre 40 et 60 % d’homologie sont retrouvés entre les 160 protéines identifiées, qui dérivent 
toutes d’un même gène ancestral depuis 1,2 milliard d’années. La présence de huit segments répétés 
au lieu de quatre observée pour l’AnxA6 s’expliquerait par la duplication de ce gène (pour revue : 
Crompton, 1988). Ce haut degré d’homologie peut facilement s’expliquer par la forte conservation du 
« cœur » des annexines. Le domaine N-terminal beaucoup plus variable serait, quant à lui, 
responsable de la spécificité fonctionnelle de chaque protéine.
 Chez l’Homme, les 12 membres de la famille A sont codés par 12 gènes différents. Ces derniers 
présentent des tailles très variables allant de 15 kb (anxA9) à 96 kb (anxA10) (pour revue : Moss et 
Morgan, 2004). 
 
2. Structure et propriétés des annexines
 
2.1. Structure des annexines de vertébrés
 
 Deux domaines principaux composent les annexines : le domaine conservé C-terminal, appelé 
« cœur » de l’annexine, et le domaine variable localisé en position N-terminale de la protéine. Les 
analyses moléculaires et cristallographiques ont établi la structure générale des annexines et ont 
permis l’élaboration de modèles de liaison à la membrane. Dès 1990, Huber et collaborateurs 
proposent la première structure cristalline d’une annexine : celle de l’AnxA5 humaine. Son domaine  
N-terminal limité à quelques acides aminés en fait la plus petite des annexines (Huber et al., 1990).  
 
  2.1.1. Le domaine C-terminal : « cœur » de l’annexine 
 
a. Généralités
 Ce « cœur » est composé de quatre régions homologues répétées (huit dans le cas de l’AnxA6) 
d’environ 70 acides aminés. Chaque répétition est structurée en cinq hélices D (A-E) connectées par 
des boucles et présente un ou plusieurs sites de liaison aux ions Ca2+, dont la séquence est 
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Figure 35 : Représentation tridimensionnelle de l’annexine A5
Les quatre domaines répétés du « cœur » de l’AnxA5 sont représentés chacun dans une couleur différente : répétition I (vert), répétition
II (violet), répétition III (rose/bleu, en fonction de la concentration en ions Ca2+) , répétition IV (rouge). Les ions Ca2+ apparaissent ici
sous la forme de sphères jaunes. L’AnxA5 compte quatre sites de liaison aux ions Ca2+ (un site par répétition), localisés sur la face
convexe, permettant la liaison avec les phospholipides membranaires. La région N-terminale (vert) longe la face concave de                          
la molécule. La concentration intracellulaire en ions Ca2+ induit un changement de conformation du domaine III ([Ca2+] faible : rose,
[Ca2+] élevée : bleu) conduisant à l’exposition du tryptophane 187 (W187).
AnxA5 : annexine A5, Ca2+ : ion calcium
adaptée de la revue de Gerke et Moss, 2002
W187
ions Ca2+
hautement conservée (Geisow, 1986, Huber et al., 1990). La structure tridimensionnelle du « cœur » 
est, elle aussi, particulièrement bien conservée. Les études cristallographiques ont mis en évidence 
une organisation en super-hélice des quatre répétitions homologues (Figure 35), formant ainsi une 
structure plane et légèrement incurvée. Les sites de liaison aux ions Ca2+ et aux phospholipides sont 
retrouvés sur le côté convexe, qui s’oriente du côté membranaire. Les ions Ca2+ jouent ici un rôle de 
pont et coordonnent les interactions entre la protéine et les régions phosphoryles de la membrane 
phospholipidique (Sopkova et al., 1993, Swairjo et al., 1995). Faisant face au cytosol, le côté concave 
peut, quant à lui, interagir par liaison hydrophobe avec le domaine N-terminal de la protéine mais 
également avec différents partenaires cytosoliques (pour revues : Raynal et Pollard, 1994, Gerke et 
Moss, 2002). 
 
b. Les sites de liaison aux ions calcium
 La littérature décrit les annexines comme une famille de protéines liant les ions Ca2+. Cependant, 
leur affinité pour cet ion en absence de phospholipides est relativement faible. Il est à noter que les 
quatre domaines répétés de la protéine ne lient pas les ions Ca2+ de la même manière. Des études de 
cristallographie et de mutagénèse dirigée ont permis de définir avec précision le nombre, le type et la 
localisation des sites de liaison aux ions Ca2+. Deux types de sites ont été identifiés chez les 
annexines : des sites de type II, de forte affinité pour les ions Ca2+, et d’autres de type III, de moindre 
affinité (Huber et al., 1990, Jost et al., 1994). Ces deux types de sites de liaison diffèrent tout à fait de 
celui de type I, au motif « Main-EF ». Même si les annexines présentent une grande similarité dans la 
structure générale de leur « cœur », le nombre et l’organisation des sites de liaison aux ions Ca2+ 
n’est pas identique pour tous les membres de la famille. Quatre sites de liaison (types II et III) ont été 
rapportés pour l’AnxA5, répartis sur chacune des « répétitions annexine » (Figure 35), cinq pour 
l’AnxA2 et six pour l’AnxA1 (Huber et al., 1990, Jost et al., 1992, Weng et al., 1993, Jost et al., 1994). 
Ces variations dans le nombre et la répartition des sites de liaison aux ions Ca2+ pourraient être à 
l’origine des différences observées entre les annexines dans leur sensibilité au calcium et dans leur 
spécificité à certains phospholipides (Jost et al., 1994, pour revues : Raynal et Pollard, 1994, Gerke et 
al., 2005). 
 
  2.1.2. Le domaine N-terminal : propre à chaque annexine 
 
a. Généralités
 À la différence du domaine C-terminal, la région N-terminale présente une grande variabilité 
entre les membres de la famille, tant en termes de longueur que de séquence et d’organisation 
(Figure 36), laquelle permettrait d’expliquer la spécificité individuelle des annexines.  
 En l’absence de calcium, le domaine N-terminal est replié en une unité structurale distincte et 
associé, via des interactions hydrophobes, à la face concave du « cœur » de l’annexine (pour revues : 
Swairjo et Seaton, 1994, Liemann et Lewit-Bentley, 1995). La liaison d’ions Ca2+ sur le côté convexe 
pourrait induire un changement de conformation dans la structure de l’annexine. Celui-ci conduirait à 
la présentation du domaine N-terminal à la portion cytosolique de la cellule, où il deviendrait 
accessible pour d’autres interactions (pour revues : Gerke et Moss, 2002, Gerke et al., 2005). 
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Figure 36 : Organisation structurale des annexines de vertébrés
Les annexines de vertébrés sont classées selon les caractéristiques structurales de leur domaine N-terminal, lequel est très variable en
longueur : de 12 à 19 résidus (annexines A3, A4, A5, A8) jusqu’à 200 résidus pour l’annexine A11. L’hélice D (schématisée par un
rectangle marron) formée par le domaine N-terminal des annexines A1 et A2 permet leur liaison aux protéines S100. Ces deux membres
présentent également plusieurs résidus potentiellement phosphorylables [sérine (S), thréonine (T) ou tyrosine (Y)], mais seule l’AnxA1
possède un site de transglutamination (Q). Les annexines A7 et A11 sont caractérisées par un long domaine N-terminal riche en glycine,
tyrosine et proline (GYP). L’AnxA13, seule annexine sujette à la myristoylation (Myr), présente deux variants d’épissage (a et b).
Anx : annexine, Ca2+ : ion calcium, GYP : région riche en glycine-tyrosine-proline, Myr : myristoylation, RI, RII, RIII,                            
RIV : « répétition annexine » I à IV
adaptée de la revue de Gerke et Moss, 1997





Annexine A13 (a, b)
R I R II R III R IV
b. Le domaine N-terminal : siège de modifications post-traductionnelles
 La région N-terminale de certaines annexines, et notamment les annexines A1 et A2, a été 
identifiée, in vitro et in vivo, comme substrat majeur de l’activité tyrosine kinase associée au récepteur 
à l’EGF (EGFR, epidermal growth factor receptor) et de la protéine tyrosine kinase pp60v-src. Des sites 
de phosphorylation par la PKC ont également été décrits pour la plupart des annexines (pour revues : 
Creutz, 1992, Gerke et Moss 1997, Rothhut, 1997). L’AnxA1 a aussi été rapportée comme substrat, in 
vitro, de la PKA, avec un unique site de phosphorylation situé en dehors du domaine N-terminal de 
l’annexine (Varticovski et al., 1988). 
 La phosphorylation affecte certaines propriétés des annexines, en particulier leur affinité de 
liaison pour les ions Ca2+ et les phospholipides (pour revues : Raynal et Pollard 1994, Gerke et Moss 
1997). Dans le cas des annexines A1 et A2, l'agrégation membranaire dépendante du calcium est 
fortement inhibée par la phosphorylation (Johnstone et al., 1992, Wang et Creutz 1992). L’état de 
phosphorylation de l’AnxA1 pourrait également modifier son comportement vis-à-vis des 
phospholipases A2 (PLA2). Non phosphorylée, elle les inhibe, alors que phosphorylée elle stimulerait la 
PLA2 cytosolique (cPLA2) (Hayashi et al., 1993, Solito et al., 1998). La phosphorylation des annexines 
entraîne aussi une susceptibilité modifiée face à la protéolyse. La protéine tronquée obtenue suite au 
clivage présenterait en retour une sensibilité altérée aux ions Ca2+ et aux phospholipides, ainsi qu'une 
localisation intracellulaire différente (pour revues : Raynal et Pollard 1994, Moss et Morgan 2004).  
 
 D’autres modifications post-traductionnelles ont été décrites, notamment pour l’AnxA13 qui est la 
seule annexine présentant une myristoylation (pour revue : Gerke et Moss 1997) (Figure 36). Plus 
récemment, l’ubiquitination et la sumoylation de l’AnxA1 ont également été démontrées (Shimoji et al., 
2009, Hirata et al., 2010). 
 
 Enfin, par sa partie N-terminale limitée à quelques acides aminés, aucun site de phosphorylation 
n’a été décrit pour l’AnxA5 dans cette région. De façon étonnante, l’AnxA5 est capable d’inhiber la 
phosphorylation in vitro des annexines A1 (Shibata et al., 1992, Raynal et al., 1993, Rothhut et al., 
1995) et A2 par les PKC conventionnelles (cPKC) (Dubois et al., 1995). Les travaux de Dubois et 
collaborateurs démontrent que le fort pouvoir inhibant que possède l’AnxA5 sur les cPKC ne serait 
pas dû à une interaction directe entre les deux protéines. Cela s’expliquerait par la séquestration du 
substrat phospholipidique par l’AnxA5, telles les phosphatidylsérines (PS), dont l’importance dans 
l’activation des cPKC n’est plus à démontrer (Dubois et al., 1998).  
 
2.2. Propriétés des annexines de vertébrés
 
  2.2.1. Liaison aux phospholipides membranaires 
 
a. Liaison aux phospholipides dépendante du calcium
 Les annexines se définissent comme des protéines solubles et hydrophiles capables de lier les 
phospholipides en présence d’ions Ca2+, en particulier les phospholipides acides portant des charges 
négatives. À noter que cette interaction est réversible. En effet, la chélation des ions Ca2+ par l’ajout 
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d’EDTA (acide éthylène diamine tétra-acétique) ou d’EGTA (acide glycol diamine tétra-acétique) 
entraîne la libération des annexines de la bicouche phospholipidique. Cependant, même si la liaison 
aux phospholipides est une caractéristique partagée par toutes les annexines, il a été montré que le 
comportement des membres de cette famille n’est pas similaire face aux membranes. Certaines 
annexines, notamment les annexines A1 et A2, ont une affinité plus grande pour les lipides. Ceci 
expliquerait les variations observées entre les annexines pour les besoins en ions Ca2+ libres requis 
pour fixer les différentes têtes polaires des phospholipides. De plus, pour une même annexine, le 
nombre d’ions nécessaire pour l’interface phospholipide/protéine varie en fonction de l’état 
d’oligomérisation de la protéine (annexines A1, A2 ou A6) et de la composition en phospholipides 
acides (Powell et Glenney, 1987, pour revue : Raynal et Pollard, 1994). Toutes présentent une grande 
affinité pour les phospholipides chargés négativement tels que l’acide phosphatidique (PA), la 
phosphatidylsérine (PS) ou le phosphatidylinositol (PI). Cependant, en présence de plus fortes 
concentrations en ions Ca2+, certaines annexines peuvent également se fixer à des phospholipides à 
têtes polaires neutres comme la phosphatidyléthanolamine (PE). 
 
 Le tryptophane W187 de l’AnxA5 (Figure 35) a souvent été utilisé dans les études de 
fluorescence s’intéressant aux interactions annexine/membrane (Meers, 1990, Meers et Mealy, 1993). 
Les premiers modèles établis suggéraient une insertion calcium-dépendante de ses cycles 
aromatiques dans le feuillet membranaire, lui permettant ainsi d’ancrer l’AnxA5 à la membrane. Par la 
suite, la microscopie à force atomique a montré que le domaine répété III n’interagissait pas fortement 
avec les phospholipides membranaires (Reviakine et al., 1998). D’après certains auteurs, il semblerait 
que le W187, dont la conformation change en fonction de nombreux paramètres, joue le rôle 
d’interface avec la membrane mais ne s’y insère pas (Pigault et al., 1999, Sopkova et al., 1999).  
 
 L’utilisation de protéines chimériques, contenant le « cœur » C-terminal de différentes annexines 
fusionné avec la GFP (green fluorescent protein), a permis de visualiser la distribution cellulaire et 
d’identifier les membranes cibles de chacune des annexines dans des cellules vivantes. La membrane 
plasmique et les membranes impliquées dans les voies de biosynthèse et de l’endocytose 
apparaissent comme les plus ciblées par ces protéines (Rescher et al., 2000, pour revue : Gerke et 
Moss, 1997).  
 Les phospholipides ne sont pas répartis de manière uniforme dans les différents organites 
cellulaires. Ainsi, la liaison préférentielle d’une annexine avec un certain type de phospholipide lui 
permettrait d’être associée aux compartiments enrichis en ce lipide. Ceci pourrait expliquer, en partie, 
les différences de localisation et de rôle de chacun des membres de cette famille (pour revues : Gerke 
et Moss, 2002, Gerke et al., 2005). Cependant, l’absence du domaine N-terminal dans ces 
constructions chimériques incite à une certaine prudence. En effet, bien que le « cœur » de l’annexine 
apporte la spécificité de la liaison membranaire, des études réalisées in vivo avec les protéines 
entières rapportent des distributions souvent différentes par rapport à leur « cœur » respectif. Ces 
observations confirment l’importance du domaine N-terminal dans la diversité fonctionnelle des 
annexines. De plus, d’autres facteurs peuvent également influencer le transport et la localisation des 
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Figure 37 : Modèle décrivant les différentes conformations de l’annexine A1 et l’engagement de 
son domaine N-terminal dans le phénomène d’agrégation de membranes
En absence de calcium, l’hélice D N-terminale, qui contient un site de liaison à la protéine S1010A11 et un site de fixation aux
phospholipides membranaires, est repliée et se positionne à l’intérieur du « cœur » de l’AnxA1. Le domaine N-terminal est alors associé
à la répétition III où il prend la place de l’hélice D. En présence de calcium et une fois liée à une membrane, un changement de
conformation de l’AnxA1 va éloigner l’hélice N-terminale du « cœur » et la rendre plus accessible pour d’autres interactions. Un tel
déplacement de l’hélice N-terminale serait un prérequis pour l’activité d’agrégation de membranes. En effet, la mise à disposition d’un
2ème site de liaison aux membranes lui permettrait d’interagir avec une seconde surface membranaire ( ). L’hélice D deviendrait
également disponible pour lier le dimère S100A11, de manière calcium-dépendante, permettant la formation du tétramère                   
AnxA1-S100A11 (      ) et le rapprochement entre deux surfaces membranaires.
AnxA1 : annexine A1, Ca2+ : ion calcium




annexines dans la cellule tels que l’interaction avec des ligands cytosoliques ou certaines 
modifications post-traductionnelles (Eberhard et al., 2001). 
 
 L’interaction des annexines avec les membranes n’est pas sans conséquence pour la structure 
membranaire. Ces protéines, et notamment l’AnxA5, sont capables de figer les phospholipides 
auxquels elles sont liées, empêchant ainsi leur diffusion normale dans la bicouche lipidique.       
L’auto-association des annexines en réseaux bidimensionnels (2D) entraînerait la formation de 
« clusters » de phospholipides anioniques, qui perturberaient la structure fluidique de la membrane 
(Megli et al., 1998, Cezanne et al., 1999). 
 
b. Agrégation de membranes
 La propriété des annexines à agréger des vésicules de transport a été très rapidement reconnue. 
Dès sa découverte, Creutz et al., montrent que l’AnxA7 permet l’agrégation des vésicules de sécrétion 
des cellules chromaffines (Creutz et al., 1978, Creutz et al., 1979). Cette activité d’agrégation a été 
étendue plus tard aux annexines A1, A2, A3, A4 et A6.  
 
 Pour expliquer cette activité, une des hypothèses propose que l’association annexine-annexine, 
liant chacune la membrane d’une vésicule, permettrait cette agrégation (Liu, 1999, pour revues : 
Creutz, 1992, Raynal et Pollard 1994). Une autre explication est basée sur l’identification d’un site de 
liaison aux phospholipides dans le domaine N-terminal (acides aminés 24 à 35) de l’AnxA1. Cette 
séquence s’ajouterait à la face convexe et constituerait ainsi un second site de liaison aux membranes 
(Bitto et Cho 1998, pour revue : Gerke et Moss 1997). En effet, lorsque celle-ci est fusionnée avec le 
cœur de l’AnxA5, elle lui confère l’activité d’agrégation de membranes qu’elle ne possède pas 
normalement (Bitto et Cho, 1999). Cependant, ce second site de fixation ne serait disponible qu’une 
fois l’AnxA1 liée aux phospholipides membranaires, lorsque le domaine N-terminal devient pleinement 
accessible (Rosengarth et al., 2001, Rosengarth et Luecke, 2003). Une troisième proposition provient 
de l’association des annexines avec les protéines S100 (voir § 2.2.3). Les complexes tétramériques 
AnxA1-S100A1 et AnxA2-S100A10 présentent en effet deux sites de liaison aux membranes qui 
permettent d’établir des pontages entre deux membranes différentes, facilitant ainsi leur 
rapprochement (pour revue : Gerke et Moss, 2002) (Figure 37). 
 Quoiqu’il en soit, l’agrégation des membranes des vésicules dépendante des annexines, 
observée dans les cellules chromaffines ou les neutrophiles, constitue un prérequis à l’étape de fusion 
membranaire. Il apparaît que les annexines ne sont pas des protéines fusogéniques en soi, mais 
qu’elles favorisent uniquement le rapprochement des membranes (Creutz et al., 1978, pour revue : 
Creutz, 1992). 
 
c. Liaison aux phospholipides indépendante du calcium
 Il s’avérerait que les annexines soient également capables de lier les phospholipides 
membranaires de manière indépendante du calcium. Malgré la modification de tous ses sites de 




 Cette propriété varie d'une annexine à l'autre, mais dans certains cas, il apparaîtrait que le 
paramètre majeur dans la régulation de ces liaisons membranaires indépendantes du calcium soit le 
pH. À titre d’exemple, l’AnxA5 s’associe aux PS membranaires en absence de calcium à pH 4 alors 
que celui-ci est nécessaire à pH 7 (Kohler et al., 1997). Cependant, des associations indépendantes 
du calcium ont également été observées à pH 7 entre l’AnxA5 et la membrane plasmique des 
plaquettes
 
(Jost et al., 1997, pour revue : Tzima et Walker, 2000). Des travaux menés sur les 
annexines A2 et A5 proposent que ces interactions atypiques sont rendues possibles à la suite de 
changements de conformation induits d'une manière dépendante du pH (Jost et al. 1997, Beerman 
ofm cap et al., 1998, Filipenko et al. 2000). 
 Ces types de liaisons ne sont pas encore bien compris à l’heure actuelle. De plus, certaines 
études suggèrent que ces associations sont en fait modulées par la liaison de l'annexine à un ligand 
protéique, lequel étant lui-même transmembranaire ou associé à la membrane (Harder et al., 1997, 
pour revue : Gerke et Moss, 2002). 
 
  2.2.2. La liaison aux protéines du cytosquelette 
 
 Plusieurs annexines sont également capables de se lier à certaines protéines du cytosquelette et 
plus particulièrement avec l’actine sous sa forme filamenteuse (actine-F) (pour revue : Hayes et al., 
2004). Des interactions directes entre l’Anx2 et l’actine-F ont été rapportées, lesquelles engagent 
l’extrémité C-terminale de l’AnxA2 (Filipenko et Waisman, 2001) et sous-entendent l’implication de 
cette dernière dans la régulation de la dynamique des membranes. Concernant l’AnxA5, celle-ci est 
relocalisée sous la membrane plasmique suite à l’activation plaquettaire, où elle se lie de manière 
calcium-dépendante au cytosquelette d’actine (actine-F). Des travaux complémentaires ont rapporté 
sa liaison préférentielle avec une isoforme bien spécifique de l’actine, l’actine-J (Tzima et al., 1999, 
Tzima et al., 2000). 
 
  2.2.3. La liaison aux protéines S100 
 
 De nombreux ligands cytosoliques peuvent lier la région N-terminale des annexines. À ce 
propos, des interactions entre certaines annexines et des représentants de la famille des protéines 
S100 ont pu être rapportées. 
 Les protéines S100 sont de petites protéines d’environ 10 kDa, qui ont la particularité de lier les 
ions Ca2+ grâce à deux motifs « Main-EF ». Presque toutes les protéines de cette famille existent sous 
la forme d’un homodimère dans lequel deux molécules S100 sont assemblées de manière 
antiparallèle par des liaisons non covalentes. La présence de mutations dans ses domaines          
« Main-EF » fait de la protéine S100A10 la seule représentante de cette famille à avoir perdu sa 
capacité de liaison aux ions Ca2+ (pour revue : Donato, 2001).  
 Des liaisons entre l’AnxA1 et la protéine S100A11 (Mailliard et al., 1996), l’AnxA2 et la protéine 
S100A10 (p11) (Rety et al., 1999), l’AnxA6 et la protéine S100A6 (Tokumitsu et al., 1992) et entre 
l’AnxA6 et le complexe S100A8/A9 (calgranuline A/B) (Bode et al., 2008) ont été démontrées.              
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Ces interactions requièrent la formation d’une hélice D amphipathique par les résidus 1 à 14 de la 
région N-terminale des annexines (Figure 36).  
 Le complexe tétramérique AnxA2-S100A10, constitué de deux molécules AnxA2 associées 
symétriquement à deux molécules S100A10, reste le mieux caractérisé. Il a été largement étudié en 
raison de son rôle potentiel dans les processus d’agrégation des vésicules lipidiques et d’exocytose. 
En effet, de manière similaire au complexe AnxA1-S100A11, la structure en tétramère du complexe 
AnxA2-S100A10 permet à l’AnxA2 de jouer un rôle dans le pontage entre deux membranes [Lambert 
et al., 1997, Sopkova-de Oliveira Santos et al., 2000, Menke et al., 2004, voir § 2.2.1 (Figure 37)]. 
 
  2.2.4. Formation de canaux calciques 
 
 Plusieurs études démontrent qu’une fois insérées dans des bicouches lipidiques artificielles, 
certaines annexines, et notamment l’AnxA5, présentent plusieurs propriétés similaires aux canaux 
ioniques. Une sélectivité pour les ions Ca2+, une dépendance au voltage ainsi qu’une conductance 
équivalente à celles des canaux calciques ont pu être rapportées (Rojas et al., 1990, Berendes et al., 
1993).  
 Les premiers modèles proposés par Pollard et Rojas pour expliquer l’insertion de l’AnxA7 dans 
les membranes reposaient sur un profond réarrangement structural de la protéine (Pollard et Rojas, 
1988, Pollard et al., 1991). Cependant, ils se sont avérés peu compatibles avec les données de 
microscopie électronique qui furent publiées par la suite. Une autre explication impliquant une 
réorientation des phospholipides se montre alors plus plausible. Ce concept avait d’ailleurs été avancé 
par Huber et associés lorsqu’ils montraient qu’une pénétration profonde de l’AnxA5 dans la bicouche 
lipidique n’était possible que lorsqu’elle était accompagnée d’une restructuration localisée de la 
membrane (Huber et al., 1990). Toutefois, l’idée selon laquelle le pore central, révélé lors des études 
structurales cristallographiques, constitue la voie d’entrée des ions Ca2+ reste controversée. Il en est 
de même sur la potentielle responsabilité de ses résidus centraux dans la sélectivité ionique (Huber et 
al., 1990, Huber et al., 1992b, pour revue : Huber et al., 1992a). Il apparaît en effet que le diamètre du 
pore n’est pas en accord avec les données de conductance obtenues. 
 Plus tard, Kirsch et al., rapportent que les annexines A2, A5 et A6 sont capables de s’insérer 
dans la bicouche lipidique des vésicules matricielles libérées par les chondrocytes hypertrophiques. 
La formation des ces canaux calciques permettrait l’influx d’ions Ca2+ à l’intérieur de ces particules, 
étape nécessaire à l’initiation de la minéralisation (Kirsch et al., 1997b, voir § 4.3.1). La présence de 
bicouches riches en PS induirait la formation d’hexamères d’AnxA5 capables de s’insérer, de manière 
calcium-dépendante, dans les membranes et d’induire un influx d’ions Ca2+ dans les vésicules 
matricielles (Kirsch et al., 1997b). L’importance de la composition de la bicouche lipidique, du pH et de 
la concentration intracellulaire en calcium a également été soulignée dans la formation de ces canaux 
calciques (Kirsch et al., 1997a, Wu et al., 1997, Isas et al., 2000). Cependant les mécanismes 





  2.2.5. Autres partenaires et propriétés connus de l’AnxA5 
 
 En plus de leur association aux ions Ca2+, aux phospholipides anioniques, aux protéines S100 et 
au cytosquelette d’actine, d’autres partenaires des annexines ont été décrits. Des interactions avec 
des phospholipases, des kinases, des GTPases ainsi que leurs protéines activatrices (GAPs, 
GTPase-activating proteins), certains sucres ou encore des acides nucléiques sont rapportées (pour 
revues : Gerke et Moss, 1997, Gerke et Moss, 2002). 
 À propos de l’AnxA5, des liaisons avec certains types de collagène, les phospholipases A2 et C 
(PLC), l’isoforme G des PKC nouvelles (nPKC), l’échangeur sodium-calcium (Na+/Ca2+), la calvéoline-3 
ou encore avec la protéine CFTR ont pu être démontrées. 
 
a. les phospholipases : PLA2 et PLC 
 Les phospholipases constituent d’importants éléments de la signalisation cellulaire. La PLA2 
hydrolyse les phospholipides membranaires, permettant la libération d’acides gras tels que l’acide 
arachidonique. Ce dernier est par la suite métabolisé en eicosanoïdes, molécules médiatrices de 
l’inflammation.  
 Les annexines possèdent un fort pouvoir inhibant sur la PLA2. Toutefois, le mécanisme d’action 
semble bien moins évident qu’il n’y paraissait au départ. Certains travaux montrent que cette inhibition 
passerait par une interaction directe entre les deux protéines. Cela est connu pour l’AnxA1, qui 
régulerait négativement la cPLA2 en s’y fixant via son extrémité C-terminale (Kim et al., 2001). 
Cependant, la majorité des auteurs propose que les annexines, notamment l’AnxA5, et la PLA2 
entrent en compétition pour la liaison aux phospholipides anioniques, entraînant ainsi une déplétion 
du substrat préférentiel de l’enzyme et donc son inhibition (Mira et al., 1997). C’est ce même procédé 
qui est décrit pour expliquer l’effet inhibiteur, in vitro, de l’AnxA5 sur l’activité enzymatique de la PLC 
(Utsumi, 1992). Ce modèle d’inhibition par séquestration du substrat rejoint celui proposé par Dubois 
et collaborateurs dans le cadre de l’inhibition des cPKC par l’AnxA5 (Dubois et al., 1998).  
 
b. la PKC G
 Connaissant le pouvoir inhibant de l’AnxA5 sur les cPKC, une étude rapporte, de façon 
étonnante, que l’interaction entre l’AnxA5 et l’isoforme G des nPKC est une étape essentielle à sa 
translocation dans la fraction particulaire. Cette liaison transitoire engage les résidus 157 à 164 de 
l’AnxA5 et a été démontrée in vitro et in vivo. Elle surviendrait à la suite de l’activation de la nPKCG et 






et la calvéoline-3 
 Dans les cardiomyocytes humains, l’AnxA5, l’échangeur Na+/Ca2+, qui assure l’efflux d’ions Ca2+ 
et favorise la relaxation, et la calvéoline-3 forment un complexe membranaire dont la quantité est 
augmentée au cours de l’insuffisance cardiaque (IC). L’association entre l’AnxA5 et l’échangeur 
Na+/Ca2+ est dépendante du calcium et impliquerait la boucle de régulation cytoplasmique de 
l’échangeur (Camors et al., 2005, Camors et al., 2006). La mise en évidence de ce complexe 









Figure 38 (A-D) : Différentes organisations de l’annexine A5
A. Vue de dessus d’un monomère : les quatre domaines homologues, numérotés de I à IV, sont apparents. B. Vue de côté d’un
monomère : les domaines montrent une organisation spatiale plane et légèrement incurvée (cf. Figure 37). C. Organisation trimérique
de l’AnxA5. D. Arrangement en une structure cristalline de trimères liés à une membrane lipidique chargée négativement. Un trimère
d’AnxA5 apparait coloré, avec un monomère en rouge et deux monomères en bleu. 





d. la protéine CFTR
 Au sein de notre laboratoire, dans le cadre de la recherche de nouveaux partenaires de la 
protéine CFTR, une interaction directe entre l’AnxA5 et le canal ionique a été mise en évidence. Cette 
liaison est dépendante du calcium, engage le domaine NBD1 du CFTR et n’est pas altérée par la 
perte du résidu F508. Par ailleurs, ces travaux montrent que les courants médiés par le CFTR 
dépendent du niveau d’expression intracellulaire de l’AnxA5 (Trouvé et al., 2007, Le Drévo et al., 
2008). Une interaction entre le complexe AnxA2-S100A10 et le CFTR a également été décrite 
(Borthwick et al., 2007). Cette association, AMPc/PKA/ calcineurine(CaN)-dépendante, se révèle 
importante pour la régulation de l’activité du canal CFTR dans les épithélia. 
 
e. le collagène
 Une propriété qui n’a, jusqu’alors, été décrite que pour l’AnxA5 est sa liaison avec le collagène, 
composant de la matrice extracellulaire du tissu cartilagineux. Cette interaction a été rapportée lors de 
la recherche d’un récepteur au collagène dans les chondrocytes, pendant laquelle Mollenhauer et 
collaborateurs ont isolé par chromatographie d’affinité une protéine appelée anchorine CII 
(Mollenhauer et von der Mark, 1983, Mollenhauer et al., 1984, Kirsch et Pfaeffle, 1992). Cette 
protéine, depuis renommée AnxA5, est capable de se lier avec une forte affinité aux collagènes de 
type II et X par son domaine C-terminal. Une liaison de plus faible affinité avec le collagène de type I a 
aussi été observée (Turnay et al., 1995). 
 Cette association permet à l’AnxA5 de jouer un rôle majeur dans la minéralisation physiologique 
du cartilage de croissance (pour revue : von der Merk et Mollenhauer, 1997, voir § 4.3.1). 
 
f. propriété d’auto-assemblage de l’AnxA5  
 Une particularité intéressante de l’AnxA5, également observée pour d’autres membres de cette 
famille, est sa capacité d’auto-association une fois liée aux PS membranaires (Andree et al., 1992, 
Pigault et al., 1994, Voges et al., 1994, pour revue : Gerke et al., 2005). La liaison entre annexines et 
membranes modèles a été étudiée par un grand nombre d’approches biochimiques et biophysiques. 
Un modèle reliant adsorption et organisation 2D de l’AnxA5 à la surface d’une bicouche lipidique 
supportée négativement chargée a été élaboré par l’équipe d’A.R. Brisson. Selon ce modèle, les 
annexines en solution sont bien individualisées (monomères) mais peuvent, une fois fixées à la 
membrane, former des auto-assemblages supramoléculaires de trimères grâce à des interactions 
latérales (Figure 38). Ces organisations seraient observées en présence d’une concentration en ions 
Ca2+ de l’ordre du millimolaire (mM). En outre, l’augmentation de la quantité d’AnxA5 fixée conduit à 
une association de ces trimères et à la formation de cristaux 2D (Reviakine et al., 1998, Richter et al., 
2005). 
 Cette propriété explique pourquoi plusieurs auteurs ont engagé certaines de ces protéines dans 
la régulation de l’organisation et de la dynamique des membranes (Oling et al., 2001, pour revue : 
Gerke et al., 2005). 
 
2.3. Synthèse des caractéristiques structurales et des principales propriétés de l’AnxA5
(voir Tableau V) 
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AnxA5 : annexine A5, aa : acide aminé, [Ca2+]i : concentration intracellulaire en calcium, Ca
2+ : ion calcium, CFTR : cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
kb : kilobase, kDa : kilodalton, mM : millimolaire, Na+ : ion sodium, NBD1 : domaine 1 de liaison aux nucléotides (NBD, nucleotide binding domain ), PAP I : placental anticoagulant protein I 
(c/n)PKC : protéine kinase C (conventionelle/nouvelle), PA : acide phosphatidique, PI : phosphatidylinositol, PS : phosphatidylsérine, PLA2, PLC : phospholipase A2, phospholipase C
réseaux 2D : réseaux bidimensionnels, VEGF : facteur de croissance de l'endothélium vasculaire (vascular endothelial growth factor), VM : vésicules matricielles, wt : wild-type
Tableau V : Synthèse des caractéristiques structurales et des principales propriétés de l’AnxA5
Tzima et al.,  1999
Tzima et al.,  2000
Mollenhauer et von der Mark, 1983        
Mollenhauer et al.,  1984
Kirsch et Pfaeffle, 1992
ƕGRPDLQH1%'GHODSURWpLQH&)75ZWHW)GHOo association Ca2+-dépendante
annexine A5 Principales propriétés décrites Références
ƕ protéine d'environ 35 kDa (320 aa)                               
ƕFRQQXHVRXVGLIIpUHQWVQRPVOLSRFRUWLQH9HQGRQH[LQH,,
PAP I, calphobindine I, anchorine CII
ƕOLDLVRQIRUWHDIILQLWpDX[SKRVSKROLSLGHVDQLRQLTXHVPHPEUDQDLUHV
(PS, PA, PI), de manière Ca2+-dépendante                              o association réversible
Raynal et Pollard, 1994                         
Gerke et al.,  2005
ƕ chez l'Homme, codée par un gène de 29 kb,                        
localisé sur le bras long du chromosome 4 (4q27)
1- partenaires identifiés




(portion intracellulaire)                                                    
ƕQ3.&LVRIRUPHG
x domaine N-terminal : 2- pouvoir inhibiteurƕLQKLELWLRQGHO
DFWLYLWpGHV3/$2, PLC et cPKC                          oséquestration du substrat phospholipidique                           
(phospholipases et AnxA5 en compétition pour les PS membranaires)
ƕ protéines du cytosquelette : actine-F (plaquettes : isoforme-J)o association Ca2+-dépendante                   
Kirsch et al., 1997a,b                           
Wu et al.,  1997
Isas et al., 2000
o expression abondante et ubiquitaire                             
(isolée initialement dans le placenta)
 Wen et al.,  1999
Andersen et al.,  2002
Kheifets et al.,  2006x domaine C-terminal : « cœur » de l'annexine ƕIRUPDWLRQG
XQFRPSOH[HWULPROpFXODLUHPHPEUDQDLUHDYHF
l'échangeur Na+/Ca2+ et la calvéoline-3                                 o association Ca2+-dépendante   Camors et al.,  2006o quatre régions homologues répétées I à IV (~ 70 aa)                  o chaque région structurée en cinq hélices D (A-E)                   o quatre sites de liaison aux ions Ca2+ (1 site/répétition)                  o présente la forme d'un pavé légèrement incurvé                    
face convexe : liaison aux ions Ca2+, interaction avec bicouche          
lipidique (PS, PA, PI)                                          
face concave : interaction avec partenaires cytosoliques
ƕFROODJqQHVGHW\SH,,HW;
(composants de la matrice extracelluaire du tissu cartilagineux)
Trouvé et al.,  2007
Le Drévo et al.,  2008
ƕ identifiée dans compartiment extracellulaire                        
(malgré l'absence de peptide signal)                                      o mécanisme d'externalisation non élucidé 
ƕ monomères d'AnxA5 : capacité d’auto-assemblage en trimères           
(une fois liés aux PS), qui s’associent pour former des structures 
cristallines (réseaux 2D d’AnxA5)
Andree et al.,  1992, Concha et al.,  1992
Pigault et al.,  1994, Voges et al.,  1994
Reviakine et al., 1998, Oling et al.,  2001
Richter et al.,  2005o propriété observée en présence d’une [Ca2+]i de l’ordre du mM
Utsumi, 1992                                 
Mira et al.,  1997
Dubois et al., 1998
o très court, limité à quelques résidus                             o absence de site de phosphorylation par cPKC
ƕFDSDFLWpjIRUPHUGHVFDQDX[FDOFLTXHVXQHIRLVLQVpUpHo dans bicouches lipidiques artificielles Huber et al.,  1990, Huber et al.,  1992a,b           Rojas et al.,  1990, Berendes et al., 1993ƕ protéine majoritairement intracellulaire                           
(libre dans le cytoplasme ou associée aux membranes) o dans membranes des VM et des chondrocytes hypertrophiques : 
(mécanisme d'insertion non résolu, mais dépendant du pH, de la [Ca2+]i et de la 
composition de la bicouche)
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3. Distribution cellulaire et tissulaire des annexines
 
 Les annexines présentent de multiples distributions intracellulaires et oscillent souvent entre une 
forme librement distribuée dans le cytoplasme et une forme associée aux membranes lorsque les 
niveaux en ions Ca2+ s’élèvent. Suite à l’expression de chimères GFP, elles ont souvent été 
retrouvées associées à la membrane plasmique et aux membranes des sentiers de la biosynthèse et 
de l’endocytose (pour revues : Gerke et Moss, 1997, Gerke et Moss, 2002). 
 
 Quelques annexines sont également présentes dans le noyau. C’est le cas de l’AnxA5 et des 
annexines A1, A2 et A11. Chez le rat, une translocation de l’AnxA5 au niveau de la membrane 
nucléaire et dans le noyau de cellules gonadotropes activées a été observée suite à une ovariectomie 
(Kawaminami et al., 1998). Selon les auteurs, cette migration pourrait être médiée par l’association de 
l’AnxA5 à deux protéines nucléaires (hélicase XH2 et ADN méthyltransférase) (Ohsawa et al., 1996). 
Dans les cellules endothéliales (HUVECs, human umbilical vein endothelial cells), cette annexine est 
relocalisée dans le noyau sous l’effet d’un stress oxydatif (Sacre et Moss, 2002). Plus récemment, 
Klement et collaborateurs proposent, à partir de cultures primaires de fibroblastes humains, que 
l’accumulation d’AnxA5 au niveau de la membrane nucléaire serait un biomarqueur du vieillissement 
cellulaire (Klement et al., 2012).  
 
 Les annexines sont principalement des protéines intracellulaires. Cependant, malgré le fait 
qu’elles ne possèdent pas de signal d’exportation extracellulaire, plusieurs d’entre elles ont été 
identifiées dans des compartiments extracellulaires, où certaines fonctions leur ont été attribuées.      
À ce jour, quelques voies alternatives non conventionnelles ont été décrites pour les annexines A1 et 
A2. Les mécanismes responsables de la sécrétion des annexines A4 et A5 restent, quant à eux, en 
grande partie non élucidés. 
 La liaison calcium-dépendante de l’AnxA5 avec les corps lamellaires pourrait expliquer leur 
sécrétion simultanée par les cellules alvéolaires de type II (Sohma et al., 2001). Il a également été 
montré que l’AnxA5, située dans le sarcolemme des cardiomyocytes, était en partie relocalisée dans 
l’espace interstitiel au cours de l’IC (Benevolensky et al., 2000). Enfin, elle serait aussi libérée par les 
cardiomyocytes de rat et les macrophages THP-1 lors de l’apoptose (Monceau et al., 2004, Ravassa 
et al., 2005). 
 
 Chez des individus sains, l’AnxA5 est présente dans le plasma à une concentration de             
1,9 (+/- 0.7) ng/ml (Matsuda et al., 2003). En fonction de l’étude considérée et des techniques 
utilisées, des variations peuvent néanmoins être observées (Kaneko et al., 1996, van Tits et al., 2007). 
Des travaux menés récemment dans notre laboratoire et mettant en œuvre la technique de SPR 
rapportent un niveau d’AnxA5 circulante de l’ordre de 5 ng/ml (Trouvé et al., 2012). Par ailleurs, une 
corrélation entre la quantité d’AnxA5 circulante et diverses pathologies, telles que l'infarctus aigu          
du myocarde, la cardiopathie valvulaire, la thrombose mais aussi certains cancers, a également été 
démontrée (Kaneko et al., 1996, Matsuda et al., 2003, Rand et al., 2006, van Tits et al., 2007). 
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 Le niveau d’expression et la distribution tissulaire des annexines sont extrêmement variés. 
L’AnxA5 est une protéine ubiquitaire, présente en grande quantité dans le placenta, ce qui explique 
qu’elle y ait été isolée initialement (Bohn et Kraus, 1979, Reutelingsperger et al., 1985, Funakoshi et 
al., 1987). Les annexines A1, A2, A4, A6, A7 et A11 montrent également une expression abondante et 
ubiquitaire. En revanche, certains représentants de cette famille sont exprimés de manière plus 
sélective : c’est le cas de l’AnxA3 retrouvée dans les neutrophiles, de l’AnxA10 dans l’estomac ou 
encore de l’AnxA13 dans l’intestin et le rein. 
 
4. Les différentes fonctions des annexines
 
 La séquence protéique et la structure tridimensionnelle du « cœur » des annexines montrent une 
grande conservation au cours de l’évolution. De plus, elles sont présentes en grande quantité dans les 
cellules eucaryotes et s’expriment dans quasiment tous les types cellulaires. Ces observations 
suggèrent leur importance physiologique, bien que les procaryotes semblent tolérer leur absence. 
 A l’heure actuelle, et malgrè les nombreux travaux mis en oeuvre, les fonctions biologiques des 
annexines n’ont toujours pas été précisées. Toutefois, les multiples propriétés et partenariats 
rapportés les engagent dans de multiples processus. Les protéines de cette famille multi-génique sont 
impliquées dans de nombreux phénomènes liés aux membranes, tels le trafic et l’organisation des 
membranes cellulaires. Des fonctions de régulateurs de canaux ioniques leur sont également 
attribuées, ainsi que des activités extracellulaires avec des rôles dans l’inflammation et la coagulation 
sanguine (pour revues : Gerke et Moss, 2002, Rescher et Gerke, 2004, Gerke et al., 2005).  
 
4.1. Dans le trafic et l’organisation des membranes cellulaires
 
  4.1.1. La mise en place de la polarité des cellules épithéliales 
 
 Une annexine particulièrement étudiée dans ce phénomène est l’AnxA13, qui n’est exprimée que 
dans certains types cellulaires polarisés. Dans la lignée MDCK (Madin-Darby canine kidney), 
l’AnxA13b est spécifiquement localisée au niveau du TGN et de la membrane plasmique apicale. 
L’utilisation d’anticorps dirigés contre cette protéine altère spécifiquement le trafic des vésicules du 
TGN vers le pôle apical, sans affecter le transport basolatéral. Cette observation souligne ainsi le rôle 
très spécifique de l’AnxA13b dans le trafic vésiculaire (Fiedler et al., 1995, Lecat et al., 2000). Bien 
que des zones d’ombre persistent quant aux mécanismes impliqués, il apparaît que l’AnxA2 soit 
également un acteur central de la genèse de la polarité épithéliale (pour revue : Grieve et al., 2012). 
 
  4.1.2. L’exocytose 
 
 Certaines annexines sont également engagées dans un second évènement de trafic 
membranaire : l’exocytose (pour revue : Creutz, 1992). Les annexines ne sont pas des protéines 
fusogéniques (voir § 2.2.1) mais leur capacité à agréger des vésicules de sécrétion leur permettrait de 
promouvoir, avec d’autres protéines telles que les SNARE, la fusion membranaire au cours de 







Figure 39 : Modèle décrivant le rôle du tétramère AnxA1-S100A11 dans la formation                  
des vésicules internes des endosomes multi-vésiculaires
AnxA1 : annexine A1, EGF : epidermal growth factor, Y-P (P-Y) : résidu tyrosine phosphorylé
adaptée de la revue de Gerke et Moss, 2002
processus. De nombreuses études rapportent sa présence ainsi que celle du tétramère                   
AnxA2-S100A10 au niveau de points de contact entre les vésicules de sécrétion et la membrane 
plasmique, et cela dans plusieurs types cellulaires. Son rôle dans ce processus a initialement été 
proposé en étudiant la sécrétion de catécholamines par les cellules chromaffines (Ali et al., 1989).  
 
  4.1.3. L’endocytose 
 
 Les membranes du système endosomal ont également été identifiées comme structures cibles 
des annexines A1, A2 et A6. À titre d’exemple, le complexe AnxA1-S100A11 est engagé dans le 
rapprochement des membranes au cours du processus de bourgeonnement des vésicules internes 
des endosomes multi-vésiculaires (Futter et al., 1993) (Figure 39). Selon le modèle proposé, l’AnxA1 
(substrat de la kinase du récepteur à l’EGF) devient phosphorylée lors de la formation des endosomes 
tardifs multi-vésiculaires contenant le récepteur internalisé. Cette phosphorylation (tyrosine T20) 
modifie la sensibilité de l’AnxA1 pour le calcium et la protéolyse. Le clivage protéolytique entraîne :            
i) la rupture du complexe AnxA1-S100A11, ii) la libération du dimère S100A11, associé à l’extrémité 
N-terminale de l’AnxA1, iii) la fission des membranes et finalement iv) l’émission de vésicules internes 
(Futter et al., 1993, pour revue : Gerke et Moss, 2002). 
 
  4.1.4. La phagocytose 
 
 Ce mode particulier d’endocytose n’est présent que dans certains types de cellules spécialisées. 
Plusieurs travaux rapportent l’engagement des annexines A1 et A2 dans le processus phagocytotique. 
Parmi les études récentes, Patel et collaborateurs montrent que l’AnxA1 serait un nouveau lien 
fonctionnel entre les filaments d’actine et le phagosome tout au long du processus de phagocytose 
(Patel et al., 2011). L’incubation de cellules épithéliales pulmonaires avec l’interféron-gamma (IFN-J) 
entraîne la translocation de l’AnxA2 à la surface des cellules où elle interviendrait dans la 
phagocytose des corps apoptotiques. Il est également précisé que la formation du tétramère          
AnxA2-S100A10 est requise pour cette translocation (Fang et al., 2011). 
 
 Enfin, ces mêmes annexines semblent engagées dans la phagocytose d’une toute autre façon. 
En effet, elles seraient impliquées dans la clairance des corps apoptotiques dans le sens où elles 
pourraient être identifiées comme des signaux « eat-me » par les phagocytes. L’étude initiatrice datant 
de 2003, rapporte que les PS, présents à la surface des cellules apototiques, ne lieraient pas 
directement leurs récepteurs à la surface des phagocytes, mais plutôt de manière indirecte via l’AnxA1 
(Arur et al., 2003). Au cours de l’apoptose cette dernière serait transloquée du cytosol vers des 
domaines riches en PS au niveau du feuillet externe de la membrane plasmique. Depuis, quelques 








4.2. La régulation de canaux ioniques par les annexines
 
 Bien que la capacité des annexines à former des canaux calciques reste sujet à débat, les 
données sur la régulation de la localisation et de l’activité de canaux ioniques sont moins 
controversées.  
 
 L’AnxA4 a été identifiée dans la modulation de l’activité de canaux chlorure calcium-dépendants. 
Dans des cellules épithéliales de côlon humain (lignée T84), son oligomérisation près de ces canaux 
empêche leur phosphorylation et leur activation par la protéine kinase CaMKII (Kaetzel et al., 1994, 
Chan et al., 1994). Le complexe AnxA2-S100A10 régulerait le transport de nombreux canaux ioniques 
à la membrane plasmique et leur activité. Parmi ceux-ci sont retrouvés plusieurs types de canaux 
sodiques (Nav 1.8), potassiques (TASK-1, two-pore acid-sensitive potassium channel 1) ou encore 
calciques (TRPV5 et TRPV6, transient receptor potential vanilloid 5 and 6) (Nilius et al., 1996, Girard 
et al., 2002, Okuse et al., 2002, van de Graaf et al., 2003, Borthwick et al., 2008a).  
 L’AnxA5, l’échangeur Na+/Ca2+ et la calvéoline-3 forment, dans les cardiomyocytes, un complexe 
trimoléculaire dont la quantité est augmentée au cours de l’IC (voir § 2.2.5). Cette dernière se 
caractérise par une altération de la contraction du cardiomyocyte, qui est en partie liée à une 
modification de l’activité des protéines du cycle calcique et de leurs facteurs régulateurs. Il a été 
montré que la surexpression de l’AnxA5 entraînait une augmentation de l’amplitude de contraction, 
associée à une augmentation de l’amplitude du cycle calcique des cardiomyocytes (Camors et al., 
2006). Ces travaux suggèrent que l’AnxA5 serait un facteur régulateur du cycle calcique en 
augmentant l’activité de l’échangeur Na+/Ca2+. Ainsi, le renforcement du complexe trimoléculaire 
observé au cours de l’IC pourrait participer à la perturbation de l’homéostasie calcique (Camors et al., 
2006).  
 
 Enfin, plusieurs études établissent un lien physique et fonctionnel entre certaines annexines et le 
canal CFTR. Un résumé de ces dernières fera l’objet d’un prochain paragraphe [voir § 5.             
(Tableau VII)]. 
 
4.3. Autres rôles fonctionnels décrits pour l’AnxA5
 
  4.3.1. Implication dans la minéralisation du cartilage de croissance 
 
 Plusieurs études rapportent la présence des annexines A2, A5 et A6 dans la membrane des 
vésicules matricielles compétentes pour la minéralisation (Genge et al., 1990, Kirsch et al., 1997b). 
Elles y forment des canaux calciques permettant l’influx d’ions Ca2+, nécessaire à l’initiation du 
processus de minéralisation (Kirsch et al., 1997b). L’utilisation de la molécule K-201, bloqueur des 
canaux calciques et ligand de l’AnxA5, inhibe l’influx d’ions Ca2+ et la formation de la première phase 
minérale dans la lumière des vésicules (Kaneko et al., 1997a,b, Kirsch et al., 2000a). Ces 
observations permettent d’impliquer directement ces annexines dans la minéralisation physiologique 
du cartilage de croissance (pour revue : Kirsch, 2005). 
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 L’AnxA5 est également capable de lier les collagènes de type II et X (Mollenhauer et al., 1984, 
Kirsch et Pfaeffle, 1992). Ces deux types de collagènes sont présents dans la matrice extracellulaire 
des chondrocytes différenciés compétents pour la minéralisation (Kirsch et van der Mark, 1992). 
L’interaction entre l’AnxA5 et les collagènes de type II et X a deux conséquences : i) l’ancrage des 
vésicules matricielles à la matrice extracellulaire et ii) la stimulation de l’activité canal calcique de 
l’AnxA5, entrainant une augmentation de l’influx calcique dans les vésicules et l’initiation du processus 
de minéralisation. Une réduction drastique de l’influx calcique dans les vésicules est observée à la 
suite du retrait sélectif des collagènes de type II et X (Kirsch et Wuthier, 1994, Kirsch et al., 2000a). 
Ces résultats indiquent que l’AnxA5 joue un rôle majeur dans la minéralisation du cartilage et que son 
activité canal calcique est régulée par le collagène (Kirsch et al., 2000a, pour revues : von der Mark et 
Mollenhauer, 1997, Kirsch , 2005, Kim et Kirsch, 2008).  
 Plus tard, ces mêmes auteurs rapportent que les annexines A2, A5 et A6 sont fortement 
exprimées dans les chondrocytes hypertrophiques, où elles sont également capables de former des 
canaux calciques dans la bicouche lipidique. L’influx d’ions Ca2+, médié par les annexines, régule un 
large éventail d’événements liés à la différenciation terminale des chondrocytes tels que :                        
i) l’expression de marqueurs de différenciation cellulaire et de minéralisation (facteur de transcription 
Cbfa1, phosphatase alcaline, ostéoclacine), ii) l’émission de vésicules matricielles, iii) la minéralisation 
de la matrice cartilagineuse et iv) l’apoptose (Wang et Kirsch, 2002, Wang et al., 2003, Wang et al., 
2005). L’interaction entre l’AnxA5, présente à la surface des chondrocytes, et le collagène de type II 
pourrait se voir affecter cette maturation, par stimulation de l’activité canal calcique de l’AnxA5 (pour 
revue : Kirsch, 2005). 
 
 Enfin, alors que l’AnxA5 s’avère jouer un rôle crucial dans la minéralisation physiologique du 
cartilage de croissance, elle semble également impliquée dans la minéralisation pathologique du 
cartilage articulaire.  
 À la différence des chondrocytes du cartilage de croissance, qui possèdent une durée de vie 
limitée et se différencient, les chondrocytes du cartilage articulaire gardent un phénotype stable tout 
au long de leur vie. Dans le cartilage arthrosique, les chondrocytes montrent une expression accrue 
des annexines A2, A5 et A6 alors qu’elles ne sont pas présentes dans un cartilage articulaire normal 
(Mollenhauer et al., 1999, Kirsch et al., 2000b). De plus, des évènements et des marqueurs de 
différenciation similaires à ceux relevés dans le cartilage de croissance sont observés dans le 
cartilage arthrosique. Alors que cette différenciation est cruciale pour la croissance osseuse par 
ossification endochondrale, elle conduit à la destruction du cartilage articulaire (Kirsch et al., 2000b). 
Au vu du rôle central joué par les annexines dans la maturation des chondrocytes du cartilage de 
croissance, il apparaît logique qu’elles soient incriminées dans la stimulation de la différenciation des 
chondrocytes articulaires. Une étude menée par l’équipe de F. Lioté montre que l’AnxA5, fortement 
exprimée dans les lésions arthrosiques, est impliquée dans la destruction du cartilage au cours de 
l’arthrose, en stimulant notamment l’apoptose chondrocytaire. Les auteurs proposent que la 
répression de l’AnxA5 pourrait ralentir la progression de l’arthrose, en particulier en diminuant 






Figure 40 : Réponses des cellules wt-PV et AnxA5-null à une irradiation laser en présence de                     
2 mM de calcium
Cette séquence d’images permet de suivre le comportement des deux modèles cellulaires en réponse à une irradiation laser de 160 mW
(la zone endommagée est indiquée par la flèche rouge). La membrane des cellules wt-PV est rapidement et spontanément réparée, alors
que dans le cas des cellules AnxA5-null le processus de réparation n’est pas mis en place, comme en témoigne l’augmentation continue
de l’intensité de fluorescence (lésion non colmatée).
AnxA5 : annexine A5, mM : millimolaire, PV : périvasculaire, s : seconde, wt : wild-type (sauvage)
d’après Bouter et al., 2011
  4.3.2. Implication dans le processus de réparation des membranes cellulaires  
 
 L’équipe d’A.R. Brisson a récemment proposé un nouveau modèle de réparation des membranes 
cellulaires dans lequel l’AnxA5 et ses réseaux 2D semblent jouer un rôle central (Bouter et al., 2011). 
Des ruptures membranaires ont été appliquées à des cellules périvasculaires (PV) témoins exprimant 
l’AnxA5 constitutivement (wt-PV) et à des cellules PV où le gène anxA5 a été inactivé (AnxA5-null 
PV). L’utilisation de la molécule FM1-43, soluble dans l’eau et devenant fluorescente une fois intégrée 
dans la membrane mais incapable de la traverser, a permis de suivre le processus de réparation. 
Alors que les cellules wt-PV montrent une réponse rapide au niveau des points de rupture suite à 
l’irradiation, les cellules AnxA5-null présentent, quant à elles, un défaut de réparation de leur 
membrane plasmique (Figure 40). Ce défaut est contrecarré par l’ajout d’AnxA5 dans le milieu 
extracellulaire. L’influence du calcium, dont on connait l’importance pour ce processus (Steinhardt et 
al., 1994), a également été étudiée. En présence d’EGTA les cellules wt-PV montrent une 
augmentation continue de l’intensité de fluorescence, comparable à celle observée précédemment 
pour les cellules AnxA5-null. Ces cellules finissent finalement par mourir, réponse caractéristique de 
l’absence de réparation membranaire. L’utilisation de mutants de l’AnxA5 incapables de former des 
réseaux 2D a permis de préciser que la formation d’assemblages cristallins à la surface (interne) des 
membranes endommagées était essentielle pour le processus de réparation. D’après le modèle établi 
par Bouter et collaborateurs (Figure 41), ces réseaux formeraient un « bandage » au niveau de la 
zone de rupture, stoppant ainsi la progression de la déchirure et facilitant l’étape finale de colmatage 
(Bouter et al., 2011).  
 
 Toutes les annexines se lient aux PS membranaires. Toutefois, certaines d’entres elles 
requièrent des besoins en ions Ca2+ plus faibles que l’AnxA5 (Skrahina et al. 2008). Cela soulève la 
question d’une éventuelle compétition et de la liaison simultanée de plusieurs annexines sur les PS. 
Ainsi, d’autres membres de la famille pourraient prendre part à ce processus. De plus, les réseaux 2D 
d’AnxA5 présentent une structure ouverte, il est alors tout à fait possible d’imaginer l’intégration de 
certaines annexines dans ces organisations cristallines. Cette hypothèse est d’ailleurs supportée par 
une étude conduite par le groupe de C. Schultz. En rapportant la formation d’ensembles hétérogènes 
entre les annexines A5, A1 et A2 à la membrane de cellules traitées avec de l’ionomycine, les auteurs 
proposent que de tels assemblages pourraient participer au processus de réparation membranaire 
(Skrahina et al. 2008). 
 
4.4. Les fonctions extracellulaires des annexines
 
 Bien qu’elles ne présentent pas de peptide signal permettant leur sécrétion, certaines annexines 
sont retrouvées dans le compartiment extracellulaire (surface des cellules et circulation) où elles sont 






Figure 41 (A-E) : Modèle de réparation des membranes cellulaires proposé par Bouter et al.
A. Membrane cellulaire intacte. Les milieux extracellulaire (EC) et intracellulaire (IC) diffèrent par les concentrations en Ca2+
observées de part et d’autre de la membrane. Les monomères d’AnxA5 (traits rouges) et les PS (sphères noires) sont présents dans               
le milieu IC. B. Rupture locale de la membrane cellulaire. Les forces résultant de la tension membranaire tendent à élargir la déchirure
(flèches noires). C. La formation d’un réseau 2D d’AnxA5 à la surface stoppe la progression de la déchirure. Il se forme au niveau de              
la zone de rupture un micro-environnement apportant les conditions optimales pour la formation de complexes entre les ions Ca2+, les
PS et l’AnxA5. Les molécules d’AnxA5 se lient aux PS exposées sur les bords du point de rupture et s’associent pour former des
réseaux 2D de trimères. Cet assemblage 2D stabilise la membrane et stoppe l’expansion de la déchirure. D. Vue de dessus faisant
apparaître la rupture membranaire et le réseau 2D d’AnxA5 environnant la déchirure. E. Étape finale de colmatage. Des vésicules
cytoplasmiques sont recrutées au niveau de la zone de rupture et fusionnent, par exocytose, avec la membrane plasmique.
AnxA5 : annexine A5, Ca2+ : ion calcium, EC : extracellulaire, IC : intracellulaire, PS : phosphatidylsérine, 2D : bidimensionnel


























  4.4.1. Rôle dans l’inflammation  
 
 De nombreux travaux engagent l’AnxA1 dans le processus anti-inflammatoire. Certaines cellules 
immunitaires montrent une augmentation de l’expression et de la sécrétion de l’AnxA1 à la suite d’une 
exposition aux glucocorticoïdes. Bien que cette fonction lui ait initialement été attribuée par sa 
capacité d’inhibition de la PLA2, il est par la suite devenu plus évident que son activité                    
anti-inflammatoire provienne de son interférence dans la migration de certains leucocytes vers le site 
de l’inflammation (Perretti et al., 1993, pour revue : Perretti et Gavins, 2003).  
 Le rôle anti-inflammatoire des annexines A1 et A2 pourrait également s’expliquer par leur 
implication dans la clairance des corps apoptotiques. Dans certains cas, les annexines sont 
retrouvées exprimées à la surface des phagocytes, tels que les macrophages ou les cellules 
épithéliales pulmonaires, où elles régulent la phagocytose (Maderna et al., 2005, Wang et al., 2007, 
Fang et al., 2011). Elles peuvent également être présentes à la surface des cellules apoptotiques et 
stimuler leur phagocytose en étant reconnues comme des signaux « eat-me » (Arur et al., 2003, Fan 
et al., 2004, Scannel et al., 2007).
 
 4.4.2. Rôle dans la coagulation sanguine 
 
 L’AnxA2 présente à la surface de l’endothélium vasculaire joue un rôle important dans la 
fibrinolyse. En effet, sous sa forme tétramérique avec la protéine S100A10, elle est un corécepteur du 
plasminogène et de l’activateur tissulaire du plasminogène (tPA), catalysant ainsi la formation de 
plasmine et la dégradation de la fibrine (pour revues : Hajjar et Krishnan, 1999, Kim et Hajjar, 2002). 
 L’AnxA5 serait quand à elle capable d’inhiber la coagulation, in vivo, par un mécanisme de 
compétition. En masquant les PS exposées par les plaquettes activées, l’AnxA5 empêche la fixation 
des facteurs de la coagulation (facteurs Va, Xa, prothrombine) et inhibe ainsi la formation du complexe 
prothrombinase (Reutelingsperger et al., 1985, Funakoshi et al., 1987, van Heerde et al., 1994). 
L’AnxA5 pourrait également inhiber la génération de thrombine par la formation de structures 2D à la 
surface des plaquettes activées. Cette structure ne bloquerait pas entièrement la fixation des facteurs 
de la coagulation mais inhiberait la formation du complexe prothrombinase en empêchant les 
mouvements latéraux des facteurs liés aux PS (Andree et al., 1992). Enfin, il a été proposé que le 
« bouclier anti-thrombotique » recouvrant la surface des cellules syncytiotrophoblastiques était 
composé d’un réseau 2D de molécules d’AnxA5 (Rand et al., 2003, Rand et Wu, 2004). Ce bouclier 
protecteur déplacerait les facteurs de la coagulation des surfaces phospholipidiques et inhiberait la 
mise en place du processus thrombotique au niveau du placenta (Krikun et al., 1994, Rand et al., 
2003).  
 
  4.4.3. Autres rôles de l’AnxA5 extracellulaire 
 
a. un nouveau sentier de l’endocytose induit par l’AnxA5
 Les cardiomyocytes sont capables, sous conditions de stress, d’internaliser l’AnxA5. Il en est de 
même pour les myoblastes et les neurones apoptotiques (van den Eijnde et al., 2001, Mari et al., 
2004). Toutefois, ces deux études n’ont pas permis de révéler la voie d’endocytose mise en place.  
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Figure 42 : Modèle proposé pour la nouvelle voie d’endocytose dépendante de l’annexine A5                       
et des phosphatidylsérines 
La formation de réseaux 2D d’AnxA5 à la surface des cellules exposant des PS va entraîner l’invagination de patchs membranaires et
l’internalisation de protéines situées à proximité des PS exposées. Ce processus d’endocytose se déroule suivant plusieurs étapes :
1) liaison de l’AnxA5 extracellulaire aux PS exposées, 2) formation d’une structure cristalline à la surface cellulaire induisant
le fléchissement de la membrane plasmique, 3) formation de la vésicule d’endocytose, et 4) détachement de la vésicule et transport à
travers le cytosol. Le mécanisme mis en jeu dans la fission des vésicules issues de la membrane plasmique n’a pas encore été déterminé.
AnxA5 : annexine A5, PS : phosphatidylsérine, PC : phosphatidylcholine, 2D : bidimensionnel








 Le processus de macropinocytose ou l’internalisation médiée par un récepteur sont 
généralement évoqués pour expliquer l’endocytose de protéines présentes dans l’environnement 
extracellulaire (pour revue : Conner et Schmid, 2003). Cependant, Kenis et al., rapportent que 
l’internalisation de l’AnxA5 par les cellules Jurkat apoptotiques et les cellules HeLa viables est 
indépendante des voies d’endocytose précédemment décrites. La liaison de l’AnxA5 sur les PS 
externalisées semble avoir une place importante dans ce processus (Kenis et al., 2004). Selon le 
modèle proposé (Figure 42), la formation de trimères d’AnxA5 et leur auto-association en une 
structure cristalline (réseaux 2D) à la surface cellulaire entraîneraient l’invagination de patchs 
membranaires riches en PS et la formation de vésicules d’endocytose. Ces dernières seraient ensuite 
transportées dans le cytosol via les microtubules (Kenis et al., 2004, pour revue : van Genderen et al., 
2008). 
 Il a été suggéré que cette voie d’endocytose permettrait l’internalisation de protéines situées à 
proximité des PS exposées. De cette façon, l’AnxA5 serait capable de réguler négativement 
l’expression de protéines présentes à la surface cellulaire (Ravassa et al., 2005, pour revue : van 
Genderen et al., 2008). 
 
b. rôle à la surface des cellules apoptotiques
 L’apoptose est caractérisée par de multiples changements biochimiques et cellulaires dans le 
noyau, le cytosol et à la surface cellulaire. Cela inclut l’activation des caspases, et notamment de la 
caspase 3, entrainant l’externalisation des PS et la génération de microparticules (Fadok et al., 1992, 
Martin et al., 1996). 
 L’AnxA5 extracellulaire serait capable d’inhiber la phagocytose des cellules apoptotiques 
(Krahling et al., 1999, Callahan et al., 2000). Cette inhibition s’expliquerait par la liaison spécifique 
(calcium-dépendante) de l’AnxA5 sur les PS exposées. Ce bouclier de protection empêcherait la 
reconnaissance de ces signaux « eat-me » par les phagocytes. Kenis et al., confirment la mise en 
place de ce bouclier de protection mais ajoutent que l’inhibition de la phagocytose par l’AnxA5 
s’explique également par l’internalisation de ligands situés à proximité des PS (Kenis et al., 2006). 
Selon le modèle précedemment cité, la formation d’un réseau 2D d’AnxA5 au niveau des PS 
exposées par les cellules mourantes entrainerait l’internalisation de patchs membranaires 
susceptibles d’arborer d’autres signaux « eat-me » reconnus par les phagocytes. Les auteurs 
soulignent que de fortes concentrations en AnxA5 extracellulaire sont requises pour l’inhibition de ce 
processus (Kenis et al., 2006).  
 Enfin, la liaison de l’AnxA5 à la surface des cellules apoptotiques influencerait également la 
progression du programme de mort cellulaire. Des travaux montrent que l’AnxA5 retarde l’activation 
des caspases 3 suite à sa liaison à la surface de lymphocytes humains (Gidon-Jeangirard et al., 
1999). Toutefois, une autre étude rapporte que l’AnxA5 accélère le programme de mort cellulaire de 
cardiomyocytes de rat (Monceau et al., 2004). Ces observations divergentes suggèrent que l’influence 
de l’AnxA5 sur l’apoptose dépendrait du type cellulaire mais également de l’élément déclencheur du 




c. applications biotechnologiques de l’AnxA5
 Considérant sa propriété d’association calcium-dépendante avec les PS membranaires, l’AnxA5 
est utilisée comme marqueur quasi universel de l’apoptose et comme élément de ciblage des 
plaquettes activées.  
 Dans des conditions normales, les PS sont retrouvées de manière prédominante dans le feuillet 
interne de la membrane (pour revue : Devaux, 1991). L’apoptose et l’activation plaquettaire se 
caractérisent par une modification de l’architecture de la bicouche lipidique et par une exposition d’une 
quantité significative de PS à la surface de la cellule (Bevers et al., 1983, Fadok et al., 1992). Ceci 
explique pourquoi l’AnxA5 et ses dérivés marqués, principalement fluorescents, sont utilisés en 
routine pour détecter ces deux phénomènes (Dachary-Prigent et al., 1993, Koopman et al., 1994, 
revue : Boersma et al., 2005). 
 
4.5. Synthèse des principales activités intracellulaires et extracellulaires décrites pour 
l’AnxA5 (voir Tableau VI)
 
5. Les annexines et la protéine CFTR : les origines du projet 
 
 Les premières études établissant un lien entre les annexines et la protéine CFTR remontent à 
une vingtaine d’années. En 1991, suite à des alignements de séquences (SWISS-PROT), Chap et 
collaborateurs mirent en évidence une homologie frappante entre ces deux protagonistes. Cette 
observation leur fit suggérer des interactions communes avec certains composés cellulaires (Chap et 
al., 1991). Trois membres de cette famille multi-génique semblent particulièrement impliqués dans la 
relation annexine-CFTR : les annexines A1, A2 et A5. Leurs multiples propriétés et participations à 
divers processus cellulaires leur permettent d’intervenir à différents niveaux.  
 
 Une connexion fonctionnelle entre le CFTR et l’AnxA1 a été décrite. La perte de l’activité du 
canal ionique conduit à une réponse inflammatoire, laquelle serait liée à une dérégulation de la voie 
de l’AnxA1 (Bensalem et al., 2005, Dalli et al., 2010).  
 Le complexe AnxA2-S100A10, dont la formation est dépendante de la voie de signalisation 
AMPc/PKA/CaN, est capable de lier le canal CFTR présent à la membrane. L’AnxA2 ne serait pas 
directement liée au CFTR mais c’est la protéine S100A10 qui servirait de pont pour établir le lien 
physique entre le canal et l’annexine. De plus, cette association se révèle être importante pour la 
régulation de l’activité du canal chlorure CFTR dans les épithélia (Borthwick et al., 2007). La formation 
du complexe macromoléculaire AnxA2-S100A10/CFTR n’a cependant pas été observée dans des 
cellules épithéliales bronchiques homozygotes pour la mutation F508del (lignée CFBE41o-). Les 
auteurs proposent que la voie de signalisation AMPc/PKA/CaN serait défectueuse dans ces cellules et 
que la présence de la protéine CFTR non mutée serait requise pour sa mise en place et la formation 
du complexe AnxA2-S100A10 (Borthwick et al., 2008b, pour revue : Muimo et al., 2009). Il est à noter 
que l’AnxA2 a également été identifiée comme récepteur pour P. aeruginosa à la surface de cellules 
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Propriétés engagées Principaux rôles fonctionnels décrits Références




















































 Une expression abondante de l’AnxA5 a été observée dans des cellules CF. Elle activerait la 
signalisation calcique par la formation de canaux calciques dans la membrane plasmique, améliorant 
les courants Cl- calcium-dépendants (Della Gaspera et al., 1995, Pollard et al., 2005). Autre fait 
intéressant, le NBD1 du CFTR est capable d’intéragir de manière sélective avec les PS, laissant 
suggérer une possible codistribution entre la protéine canal et l’AnxA5 (Eidelman et al., 2002). Au sein 
de notre laboratoire, l’AnxA5 a été identifiée comme partenaire direct de la protéine CFTR (Trouvé et 
al., 2007). Ces travaux montrent que la présence de cette protéine est nécessaire à une sécrétion 
ionique correcte, médiée par le canal CFTR, dans des cellules épithéliales pulmonaires. Par ailleurs, 
la surexpression de l’AnxA5 dans des cellules exprimant le mutant F508del de la protéine CFTR 
entraîne une hausse des courants Cl- AMPc-dépendants, laquelle corrèle avec une augmentation de 
la quantité de canaux dans la membrane plasmique (Le Drévo et al., 2008). Au vu des différentes 
propriétés décrites pour l’AnxA5, notamment sa liaison avec les filaments d’actine et son implication 
dans la régulation de l’organisation et de la dynamique des membranes, cette protéine pourrait 
influencer les sécrétions ioniques dépendantes du canal CFTR en favorisant sa présence dans la 
membrane plasmique (augmentation de sa stabilité apicale) (Le Drévo et al., 2008). Les observations 
relatives au CFTR-F508del sous-entendent que l’AnxA5 stabiliserait dans la membrane plasmique les 
mutants ayant échappés naturellement au contrôle de qualité mis en place dans le RE. Il est possible 
d’imaginer que la formation d’un complexe macromoléculaire entre le CFTR et l’AnxA5 dans le 
compartiment apical limiterait l’adressage des protéines mutées vers la voie de dégradation 
lysosomale. Des travaux menés par Faria et collaborateurs témoignent aussi de ce lien fonctionnel 
entre l’AnxA5 et le canal CFTR. Néanmoins, cette régulation ne passerait pas par une interaction 
directe entre les deux protéines (Faria et al., 2010).  
 
 Les différentes études témoignant d’un lien entre les annexines et la protéine CFTR sont 
résumées dans le Tableau VII. Ce dernier permet de rendre compte plus facilement des principaux 
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Tableau VII : 5pFDSLWXODWLIGHVGLIIpUHQWHVpWXGHVWpPRLJQDQWG¶XQOLHQHQWUHOHVDQQH[LQHVHWODSURWpLQH&)75
Modèles d'étude
Annexines 
impliquées                       
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&D0SURWpLQHNLQDVH,,Ca 2+ /calmodulin-dependent protein kinase II &D1FDOFLQHXULQH
FHOOXOHV&)TXLH[SULPHQWOH&)75)GHO&)75cystic fibrosis transmembrane conductance regulator &)75LQKLQKLELWHXUGX&)75&DLRQFDOFLXP&OLRQFKORUXUH
&,3CFTR interacting protein FR,3FRLPPXQRSUpFLSLWDWLRQFRQGXFWDQFH&OFRQGXFWDQFHFKORUXUHFRXUDQWV&OFRXUDQWVFKORUXUHF3/$SKRVSKROLSDVH$F\WRVROLTXH
'WULGLPHQVLRQQHOpOHFWURSKRUqVH'pOpFWURSKRUqVHELGLPHQVLRQQHOOH)VNIRUVNROLQH,%0;3-isobutyl-1-methylxanthine ,+&,&&LPPXQRKLVWRFKLPLHLPPXQRF\WRFKLPLH
OHXFRF\WHV301VOHXFRF\WHVSRO\PRUSKRQXFOpDLUHV03PHPEUDQHSODVPLTXH1%'GRPDLQHGHOLDLVRQDX[QXFOpRWLGHVnucleotide binding domain 
3.$3.&SURWpLQHNLQDVH$	&3$Pseudomonas aeruginosa 36SKRSKDWLG\OVpULQH3&SKRVSKDWLG\OFKROLQH
VpFUpWLRQ&OVpFUpWLRQG
LRQV&OVL51$small interfering RNA 634PHWKR[\1VXOIRSURS\OTXLQROLQLXP635UpVRQDQFHSODVPRQLTXHGHVXUIDFHsurface plasmon resonance 
7JWKDSVLJDUJLQHZWVDXYDJHwild-type 
o PRGqOHVFHOOXODLUHVUpIpUHQFpVHQSDJHGXPDQXVFULW
Tableau VII : 5pFDSLWXODWLIGHVGLIIpUHQWHVpWXGHVWpPRLJQDQWG¶XQOLHQHQWUHOHVDQQH[LQHVHWODSURWpLQH&)75
Modèles d'étude
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 Les travaux menés par le groupe de M.D. Amaral rapportent une régulation positive du canal 
CFTR par l’AnxA5 dans les cellules de mammifères (Faria et al., 2010). Ils observent, par                 
patch-clamp, une augmentation des courants médiés par le CFTR dans des cellules HEK-293              
co-exprimant le CFTR-wt et l’AnxA5, au regard de cellules exprimant uniquement le CFTR-wt. 
L’utilisation de mutants du CFTR (Y1424A/I1427A) ainsi que de molécules affectant son endocytose 
(dynasore) a permis aux auteurs de suggérer que l’AnxA5 améliorerait la fonction canal chlorure du 
CFTR en interférant avec son internalisation. L’importance de l’expression de l’AnxA5 pour une 
sécrétion correcte des ions Cl- à travers les épithélia a également été validée dans les cellules H441. 
Ces dernières ont été cultivées sur des supports perméables permettant leur exploitation en chambre 
de Ussing. La transfection préalable de ces cellules avec un siRNA diminuant l’expression endogène 
de l’AnxA5 réduit de manière significative le courant de court-circuit (Isc) activé par le cocktail 
IBMX/Fsk. En ce sens, ces observations confirment celles faites lors de nos travaux dans les cellules 
A549 transfectées de manière stable avec le CFTR-wt (Trouvé et al., 2007, Le Drévo et al., 2008). 
Cependant, il s’avère que, dans leurs modèles, la co-expression du CFTR-F508del et de l’AnxA5 
n’améliore pas les sécrétions ioniques dépendantes du canal CFTR. Ces observations vont à 
l’encontre de celles que nous avions pu faire pour les cellules A549 exprimant de manière stable le 
CFTR-F508del et les cellules CFBE41o-. 
 Un autre point divergent entre ces études est l’association directe entre la protéine CFTR et 
l’AnxA5. Bien que Faria et associés identifient l’AnxA5 comme CIP (CFTR interacting protein) putative 
à la suite de leur analyse protéomique, ils ne retrouvent pas la codistribution partielle observée lors de 
nos marquages sur tissus bronchiques humains. L’utilisation des modèles HEK-293 et HeLa                  
co-exprimant le mCherry-CFTR (wt ou F508del) et l’AnxA5 couplée à la GFP ne leur a pas permis 
d’observer une colocalisation significative entre les deux protéines, même à la suite d’un traitement 
avec la ionomycine. Rappelons que cette molécule (ionophore), en augmentant la concentration 
intracellulaire de calcium, induit une forte mobilisation de l’AnxA5 à la membrane plasmique. De plus, 
ils ne montrent aucune amélioration de la présence du CFTR-F508del à la membrane plasmique 
lorsque celui-ci est co-exprimé avec l’AnxA5. Bien que les données n’apparaissent pas dans l’étude, 
la technique FRET (fluorescence resonance energy transfer) a été mise en œuvre. Une nouvelle fois 
les auteurs rapportent l’absence d’interaction in vivo entre les deux protéines. Enfin, l’étude de 
l’interaction in vitro entre l’AnxA5 et le CFTR a été entreprise avec la technique de                               
co-immunoprécipitation (co-IP), utilisant des lysats issus de cellules BHK-21 transfectées de manière 
stable avec le CFTR-wt et de manière transitoire avec l’AnxA5. Bien que les auteurs observent une 
faible bande correspondante à l’AnxA5 (co-IP CFTR/AnxA5) et au CFTR (co-IP AnxA5/CFTR), ils 
affirment que ces résultats sont peu convaincants pour conclure à une association significative entre 
les deux protéines (Faria et al., 2010). Menées dans notre laboratoire à partir de lysats de tissu nasal 
et des lignées A549 (wt et F508del), des expériences de co-IP montrent la présence du CFTR (wt et 
F508del) et de l’AnxA5 dans un même complexe protéique. Des expériences d’overlay réalisées à 
partir du NBD1-wt, du CFTR-wt purifiés et de l’AnxA5 pure rapportent une interaction directe entre les 
deux protéines. L’utilisation de la SPR confirme le couplage physique, calcium-dépendant, entre le 
canal CFTR et l’AnxA5 et l’engagement du NBD1 dans cette liaison. Ces différentes techniques 
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précisent aussi que la mutation F508del n’altère en rien cette association (Trouvé et al., 2007, Le 
Drévo et al., 2008). 
 
 Ces études s’accordent sur le potentiel de l’AnxA5 dans la régulation positive du canal CFTR-wt. 
L’explication principale proposée par ces auteurs va également dans le même sens : par sa liaison au 
cytosquelette d’actine sous-membranaire et son impact sur la dynamique des membranes, l’AnxA5 
modulerait les sécrétions ioniques médiées par le CFTR en favorisant sa présence dans la membrane 
plasmique (interfère avec son internalisation). Cependant, ces travaux divergent quant à l’impact de 
l’AnxA5 sur le mutant F508del de la protéine CFTR. En effet, nous montrons que la surexpression de 
l’AnxA5 dans les cellules A549-F508del et CFBE41o- conduit à une élévation des flux d’halogénures 
(I-) et/ou des courants médiés par le CFTR ainsi qu’à une augmentation de la quantité de canaux dans 
la membrane plasmique. Cependant, cela n’est pas retrouvé dans le modèle cellulaire utilisé par 
l’équipe de M.D. Amaral. De plus, bien qu’ils identifient l’AnxA5 comme CIP putative, les auteurs ne 
confirment pas la codistribution partielle (in vivo) et l’interaction directe (in vitro) entre ces deux 
protéines. 
 
 Quelques éléments pourraient permettre d’expliquer les différences observées, et notamment le 
type cellulaire utilisé. En effet, concernant les travaux de Faria et associés, la régulation des courants 
dépendants du canal CFTR par l’AnxA5 a été étudiée dans des cellules HEK-293 co-exprimant le 
CFTR (wt et F508del) et l’AnxA5 de manière transitoire. Quant aux modèles utilisés dans le cadre des 
études de Trouvé et al., et Le Drévo et al., il s’agissait des lignées A549, transfectées de manière 
stable avec le CFTR (wt ou F508del) et CFBE41o-, exprimant de façon endogène le CFTR-F508del. 
De plus, en fonction de l’étude, les cellules ont été utilisées entre 24 heures et 72 heures après la 
transfection (surexpression de l’AnxA5). Les divergences observées lors des expériences de co-IP 
pourraient être dues à l’utilisation de billes recouvertes de protéine G différentes. Par ailleurs,        
Faria et al., concluent, à la suite de la co-IP CFTR/AnxA5, que la bande observée ne peut être 
considérée comme spécifique puisqu’elle est également retrouvée pour le témoin négatif (billes G 
sans anticorps). Cependant, une remarque peut être faite quant à la validité de ce témoin négatif 
puisque qu’une bande correspondant à la chaîne légère des immunoglobulines y est observée. Enfin, 
l’anticorps anti-AnxA5 utilisé dans l’étude de Faria et al., est aussi sujet à discussion puisque, d’après 




 Au vu des différentes observations faites au sein de notre laboratoire, une approche 
thérapeutique pourrait être l’identification de molécules capables de moduler positivement l’expression 
de l’AnxA5 dans des cellules épithéliales exprimant le CFTR-F508del, sans en affecter leur survie. 
C’est dans ce contexte que s’inscrit mon projet de recherche, et d’après les données de la littérature, 
la gonadolibérine ou GnRH, molécule utilisée en thérapeutique humaine depuis plus de 25 ans, 




Figure 43 : Représentation simplifiée de l’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique                           
de mammifères
FSH : follicle-stimulating hormone, FSHE : sous-unité E spécifique de la FSH, GABA : acide Ȗ-aminobutyrique,                               
GnRH : gonadotropin-releasing hormone, LH : luteinizing hormone, LHE : sous-unité E spécifique de la LH, NO : monoxyde d’azote,
RGnRH : récepteur de la GnRH, DGSU : sous-unité Į commune des hormones glycoprotéiques (alpha-glycoprotein hormone subunit)
adaptée de la thèse de A.L. Schang, 2011 (tel-00633501, version 1 - 18 Oct 2011)






































Partie 4. La GnRH et son récepteur (RGnRH)
 
 La GnRH est l’acteur clé de la régulation de la fonction de reproduction chez les mammifères 
(Figure 43). C’est une neurohormone sécrétée par certains neurones de l’hypothalamus, les neurones 
à GnRH. Elle est libérée de façon pulsatile dans le système porte hypothalamo-hypophysaire et 
véhiculée jusqu’à l’hypophyse antérieure. Par sa liaison spécifique sur son récepteur de haute affinité, 
la GnRH contrôle la synthèse et la sécrétion des gonadotropines LH (luteinizing hormone) et FSH 
(follicle-stimulating hormone) par les cellules gonadotropes. Déversées dans la circulation générale, 
ces dernières vont réguler la gamétogenèse et la stéroïdogenèse dans les gonades. Chez les 
femelles, de fortes concentrations plasmatiques de LH induisent l’ovulation et, de ce fait, la 
transformation du follicule en corps jaune. Chez les mâles, elle permet la synthèse des androgènes 
par les cellules de Leydig. Dans l’ovaire, la FSH est impliquée dans la croissance folliculaire et dans le 
testicule, elle stimule le processus de spermatogenèse. Enfin, les hormones gonadiques, et 
notamment les stéroïdes sexuels, peuvent exercer un rétrocontrôle positif ou négatif sur le complexe 
hypothalamo-hypophysaire. Ces trois niveaux constituent l’axe HHG. 
 
 Le récepteur de la GnRH (RGnRH), exprimé à la surface des cellules gonadotropes de 
l’antéhypophyse, occupe une position essentielle dans le contrôle de la fonction de reproduction. En 
décodant les fluctuations physiologiques de GnRH, il va permettre la mise en place de réponses 
biologiques adaptées (Counis et al., 2009). Le RGnRH appartient à la superfamille des RCPG et 
présente une particularité étonnante : l’absence d’une queue C-terminale intracytoplasmique, 
normalement engagée dans la désensibilisation homologue des autres récepteurs de cette famille. 
 
1. Physiologie de l’axe hypothalamo-hypophysaire
 
 C’est dans le complexe hypothalamo-hypophysaire de mammifères qu’ont initialement été 
identifiés la GnRH et son récepteur. Ces deux entités constituent le système GnRH de type I.  
 
1.1. La GnRH de mammifères 
 
 Son existence avait déjà été suggérée dès 1950 par les travaux de G. Harris (Harris, 1950), mais 
ce n’est qu’au début des années 70 que sa présence dans l’hypothalamus de porc et de mouton a été 
démontrée. La séquence de la GnRH mammalienne a ainsi été proposée dès 1971 par les groupes 
de A. Schally (Matsuo et al., 1971) et de R. Guillemin (Amoss et al., 1971). Depuis, de nombreux 
travaux ont pu rapporter son rôle crucial dans le contrôle de la fonction de reproduction. 
 Elle fut en premier lieu dénommée LHRH (luteinizing hormone-releasing hormone), du fait de sa 
capacité à stimuler la sécrétion de LH. Par la suite c’est le terme GnRH, pour gonadotropin-releasing 
hormone, qui a été employé puisqu’il s’est avéré que cette hormone était également capable de 
















Figure 45 : Représentation schématique de la structure du gène et de l’ARNm                                      
de la GnRH de mammifères
aa : acides aminés, ARNm : ARN messager, GAP : GnRH-associated peptide, GnRH : gonadotropin-releasing hormone,         
GKR : glycine-lysine-arginine, UTR : untranslated region
adaptée de Nikolics et al., 1985
Figure 44 : Représentation schématique de la structure de la GnRH mammalienne
GnRH : gonadotropin-releasing hormone, RGnRH : récepteur de la GnRH
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  1.1.1. Structure et biosynthèse 
 
 La GnRH identifiée chez les mammifères est un décapeptide. De formule pyroGlu1-His2-Trp3- 
Ser4-Tyr5-Gly6-Leu7-Arg8-Pro9-Gly10-NH2, elle présente une structure en épingle à cheveux courbée au 
niveau de la glycine en position 6 (Figure 44). Cette dernière offre à la GnRH une flexibilité essentielle 
à son activité biologique. Les extrémités N- et C-terminales sont engagées dans la liaison avec le 
récepteur, mais seule la portion N-terminale joue un rôle important dans l’activation du RGnRH (pour 
revue : Millar et al., 2008). 
 
 Chez l’Homme, la GnRH est codée par un petit gène (5.1 kb) situé sur le bras court du 
chromosome 8 (Hayflick et al., 1989, Radovick et al., 1990). Ce gène est organisé en quatre exons et 
trois introns (Figure 45). La traduction de l’ARNm conduit à un peptide précurseur de 92 acides 
aminés, la pré-pro-GnRH, composé d’un peptide signal, du décapeptide GnRH, d’un site de clivage 
glycine-lysine-arginine (GKR) et du GAP (GnRH-associated peptide) (pour revue : Seeburg et al., 
1987) (Figure 45). La maturation post-traductionnelle de la pré-pro-hormone permet l’élimination du 
peptide signal et la séparation de la GnRH du GAP. Cette dernière est réalisée par une pro-hormone 
convertase reconnaissant le site de clivage GKR. La maturation de la GnRH se caractérise également 
par la cyclisation en pyroglutamate de la glutamine N-terminale et l’amidation de la glycine                
C-terminale. Ces modifications post-traductionnelles sont indispensables à l’activité biologique de 
l’hormone. 
 
 La synthèse de la GnRH a lieu dans certains neurones hypothalamiques, les neurones à GnRH, 
dont le nombre chez l’être humain varie entre 1000 et 2000 en fonction des études (pour revues : 
Beauvillain, 2008, Naor, 2009).  
 
  1.1.2. Sécrétion pulsatile et régulée de la GnRH 
 
 Les travaux pionniers menés par Dierschke et collaborateurs chez le macaque rhésus ont 
démontré un mode de sécrétion original de la GnRH (Dierschke et al., 1970). Suite au processus de 
maturation de la pré-pro-hormone, les terminaisons nerveuses des neurones libèrent la GnRH de 
façon pulsatile et synchronisée dans le système porte hypothalamo-hypophysaire. La durée et la 
fréquence des décharges de GnRH varient entre les espèces. Elles durent, en général, quelques 
minutes et sont observées toutes les 30 à 120 minutes (pour revue : Naor, 2009). Chez la femme, la 
fréquence et l’amplitude des pulses de GnRH varient au cours du cycle menstruel. Ceci s’explique par 
les rétrocontrôles exercés par les hormones gonadiques sur l’axe hypothalamo-hypophysaire.  
 
 De nombreux paramètres influencent la concentration de GnRH dans le sang porte 
hypopthalamo-hypophysaire. À l’amplitude et à la fréquence des pulses s’ajoutent le taux de 
transcription du gène, le processus de maturation de la pré-pro-hormone ou encore le taux de 
dégradation du décapeptide. Ils constituent différents niveaux de régulation qui pourront se voir 
affecter par différents facteurs périphériques et centraux tels que les stéroïdes sexuels, la leptine,          
le couple kisspeptine/GPR54 (KiSS1-derived peptide receptor) ou encore certains neurotransmetteurs 
(pour revue : Kottler et Richard, 2008) (Figure 43). 
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Figure 46 : Représentation schématique du récepteur de la GnRH humain
L’appartenance du RGnRH (type I) à la superfamille des RCPG a été confirmée à la suite d’études structurales comparatives. Les résidus
impliqués dans la liaison du ligand ainsi que ceux primordiaux pour la structure du récepteur ou la configuration de la poche de liaison sont
identifiés respectivement en rouge et en vert. Ces derniers incluent notamment les acides aminés engagés dans la formation des ponts
disulfure stabilisateurs et le site de glycosylation. Les résidus impliqués dans l’activation du récepteur et dans le couplage aux protéines G
sont visualisés respectivement en bleu et en orange. Enfin, les sites potentiellement phosphorylables par les protéines kinases A et C sont
également indiqués. Les interactions intermoléculaires entre les acides aminés du décapeptide GnRH et le récepteur sont représentées par
les lignes rouges.
GnRH : gonadotropin-releasing hormone, PKA / PKC : protéine kinase A / C, RCPG : récepteurs couplés aux protéines G,                  
RGnRH : récepteur de la GnRH
d’après la revue de Millar et al., 2008
Milieu extracellulaire
Milieu intracellulaire
a. Facteurs périphériques : stéroïdes sexuels
 L’activité des neurones à GnRH est fortement modulée par les hormones gonadiques, ces 
dernières pouvant exercer un rétrocontrôle négatif ou positif. Chez l’animal (mâle et femelle), la 
castration ou l’ovariectomie entraîne une élévation des ARNm codant la GnRH ainsi qu’une 
augmentation de la sécrétion du décapeptide (Levine et Duffy, 1988). Chez les femelles, 
l’augmentation massive des taux d’œstradiol enregistrée avant l’ovulation corrèle avec une élévation 
des ARNm codant la GnRH et de la fréquence des pulses, aboutissant in fine au pic préovulatoire de 
LH. 
 Afin de pouvoir intégrer les messages stéroïdiens, la présence de récepteurs aux hormones 
stéroïdes sur les neurones à GnRH s’avère un prérequis essentiel. Bien que longtemps controversée, 
l’existence de récepteurs spécifiques à l’œstradiol (ER-E, estrogen receptor) sur un nombre retreint de 
neurones à GnRH semble aujourd’hui acceptée. En revanche, le mode de régulation par la 
testostérone n’est pas encore tout à fait clarifié (pour revue : Kottler et Richard, 2008). 
 
b. Facteurs centraux : neurotransmetteurs
 La régulation de l’activité des neurones à GnRH fait également intervenir de nombreux facteurs 
centraux. Parmi les neurotransmetteurs les mieux décrits peuvent être cités : le glutamate, le GABA 
(DFLGH Ȗ-aminobutyrique), la noradrénaline, les opiacés ou encore le monoxyde d’azote (NO, nitric 
oxyde). Des études rapportent que ces neurotransmetteurs sont capables de stimuler ou de réprimer 
la transcription du gène codant la GnRH et la libération du décapeptide (Gore et Roberts, 1997, pour 
revue : Kottler et Richard, 2008).  
 
1.2. Le récepteur de la GnRH (RGnRH) 
 
 Bien que la structure de la GnRH ait été résolue en 1971, il a fallu attendre 1992 pour la 
caractérisation de son récepteur hypophysaire. La compréhension des mécanismes de régulation de 
la fonction de reproduction par la GnRH a été considérablement améliorée suite au clonage de l’ADNc 
du RGnRH.  
 
  1.2.1. Structure du RGnRH 
 
 La séquence primaire du RGnRH est hautement conservée entre les mammifères (~ 85 %). 
Chez l’Homme, celle-ci est composée de 328 résidus (Kakar et al., 1992). Le RGnRH présente des 
traits structuraux caractéristiques des RCPG (Figure 46) : une chaîne polypeptidique unique 
constituée de sept domaines transmembranaires reliés entre eux par des boucles intracytoplasmiques 
et extracellulaires. Des études structurales suggèrent une organisation alpha-hélicoïdale des sept 
domaines transmembranaires, lesquels s’arrangent en un faisceau présentant au centre une poche 
hydrophile (Baldwin, 1993, pour revue : Kakar et al., 2004). 
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Figure 47 : Modèle décrivant les différentes voies de signalisation associées au RGnRH dans             
les cellules gonadotropes
La majorité des modèles établis à ce jour décrit le couplage quasi-exclusif du RGnRH à la protéine GDq/11, initiant la cascade de
signalisation classique Ca2+/DAG-PKCs-MAPKs (orange).
L’activation des MAPKs de type ERK peut également s’expliquer par la transactivation du récepteur à l’EGF (bleu clair), un processus déjà
décrit pour de nombreux RCPG (Daub et al., 1996, Prenzel et al., 1999). Ce dernier impliquerait la libération de facteurs de croissance
apparentés à l’EGF, tels que le Hb-EGF, par des métalloprotéases (MMPs) dans la matrice extracellulaire. Principal médiateur de                       
la sécrétion des gonadotropines LH et FSH, le calcium entraîne également l'activation de la CaMK (violet foncé) et stimulerait la NOS-I
(violet clair). Cette dernière serait impliquée dans l’activation d’une guanylate cyclase (GC) conduisant à la production de GMPc (Lozach
et al., 1998 , Garrel et al., 1998). Les besoins en calcium pour l’activation de la PKC n’apparaissent pas sur ce schéma.
Le couplage du RGnRH avec la sous-unité GDs et l’activation de l'adénylate cyclase (AC) seraient quant à eux responsables de la mise en
place de la voie AMPc/PKA/CREB (vert), CREB étant un facteur de transcription activé en dehors du noyau.
AC : adénylate cyclase, AMPc : adénosine monophosphate cyclique, CaM : calmoduline, CaMK : protéine kinase                     
Ca2+/calmoduline-dépendante, CREB : protéine liant les éléments de réponse à l’AMPc (cAMP response element binding protein),                
DAG : diacyl glycérol, EGF : epidermal growth factor, EGFR : récepteur à l’EGF, Egr1 : early growth response gene 1,                           
ERK : extracellular signal-regulated kinase, FSH : follicle-stimulating hormone, FshE : sous-unité E spécifique de la FSH, GC : guanylate
cyclase, GMPc : guanosine monophosphate cyclique, GnRH : gonadotropin-releasing hormone, Hb-EGF : heparin-binding EGF,                  
IP3 : inositol 1,4,5-triphosphate, IP3R : récepteur à l’IP3, JNK : c-Jun N-terminal kinase, LH : luteinizing hormone, LhE : sous-unité E
spécifique de la LH, MAPKs : mitogen-activated protein kinases, MMPs : métalloprotéases matricielles (matrix metalloproteinases),                 
NO : monoxyde d’azote, NOS-I : NO synthase neuronale, PIP2 : phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate, PKA / PKC : protéine kinase A /
C, PLCE : phospholipase &ȕ RCPG : récepteurs couplés aux protéines G, RGnRH : récepteur de la GnRH, Dgsu : sous-unité Į des
hormones glycoprotéiques
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 Les RGnRH identifiés chez les mammifères possèdent quelques particularités. La plus connue 
est l’absence d’une queue C-terminale intracytoplasmique, normalement requise pour la 
désensibilisation homologue de la plupart des RCPG (Tsutsumi et al., 1992, Kakar et al., 1992). Cette 
caractéristique structurale s’avère être une condition essentielle pour l’obtention de l’effet anti-tumoral 
direct des analogues de la GnRH (pour revue : Millar, 2005, voir § 3.3.1).  
 Le RGnRH humain ne possède qu’un seul site de glycosylation, situé dans l’extrémité               
N-terminale extracellulaire (Davidson et al., 1995) (Figure 46). Par ailleurs, la séquence du RGnRH 
humain présente une lysine en position 191 qui entraîne sa rétention dans le RE, diminuant ainsi son 
adressage à la membrane plasmique (Brothers et al., 2006, pour revue : Conn et al., 2002).  
 
  1.2.2. Régulation transcriptionnelle du RGnRH 
 
 Chez l’Homme, le gène codant le RGnRH hypophysaire est localisé sur le chromosome 4 (Kaiser 
et al., 1994, Kottler et al., 1995). Il est composé de trois exons et deux introns et présente une taille 
d’environ 20 kb. 
 
 La GnRH est engagée dans la régulation de la transcription de nombreux gènes dans les cellules 
gonadotropes, parmi lesquels le gène codant le RGnRH a été identifié (Kakar et al., 2003). Des 
études réalisées in vitro et in vivo montrent que l’effet de la GnRH sur l’expression de son récepteur 
dépend fortement des modalités de stimulation (pour revue : Hapgood et al., 2005). À titre d’exemple, 
des cultures primaires hypophysaires de rat stimulées de manière pulsatile par la GnRH (10 nM,               
6 min/h) présentent une augmentation des ARNm codant le RGnRH. En revanche, aucun changement 
n’est observé suite au traitement continu des cellules avec la GnRH (Kaiser et al., 1993).
 À côté de la régulation homologue par la GnRH, des observations faites sur des rattes 
ovariectomisées et des rats castrés suggèrent également l’implication des stéroïdes sexuels dans la 
régulation de la transcription du Rgnrh hypophysaire (Kaiser et al., 1993, pour revues : Hapgood et al., 
2005, Kottler et Richard, 2008). 
 
  1.2.3. Signalisation et désensibilisation du RGnRH  
 
a. Voies de signalisation associées au RGnRH
 Le changement conformationnel du récepteur, observé suite à la liaison de la GnRH, permet son 
association avec les protéines G hétérotrimériques. Cette interaction induit leur activation, notamment 
celle de la sous-unité GD. Ces étapes constituent le point de départ de la cascade de signalisation, qui 
sera suivi par la propagation intracellulaire du signal vers les différents effecteurs (Figure 47). 
 
 Dans les cellules gonadotropes hypophysaires, le RGnRH interagit principalement avec la          
sous-unité GDq/11 (Hsieh et Martin, 1992, Grosse et al., 2000, pour revues : Naor, 2009). Le couplage 
du RGnRH avec cette sous-unité conduit à l’activation de la phospholipase C bêta (PLCE) qui catalyse 
le clivage du phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) en deux seconds messagers : le diacyl 
glycérol (DAG) et l’IP3. Le DAG va induire l’activation de différentes isoformes de la PKC et permettre 
la mise en place de la cascade des MAPKs (mitogen-activated protein kinases). Cette cascade 
120
aboutira in fine à la transcription de nombreux gènes et notamment ceux codant les sous-unités ĮHWȕ
des gonadotropines. D’un autre côté, l’IP3 libéré dans le cytoplasme va permettre la mobilisation de 
calcium intracellulaire à partir des stocks du RE. Il est maintenant clairement établi que l’augmentation 
intracytoplasmique de calcium participe à l’exocytose des gonadotropines.  
 Certaines études, menées dans la lignée gonadotrope murine LET2, montrent également une 
augmentation des niveaux intracellulaires d’AMPc suite à la stimulation de ces cellules par la GnRH. 
Les mécanismes impliqués ont longtemps été controversés. Certains auteurs suggèrent un couplage 
du RGnRH avec les sous-unités GDq/11 et GDs (Liu et al., 2002). D’autres proposent que l’activation 
de l’AC (isoformes AC5 et AC7) pourrait être provoquée, sous certaines conditions, par certaines 
isoformes de PKC nouvelles (nPKC G et H) initialement activées par le DAG (Lariviere et al., 2007, 
Cohen-Tannoudji et al., 2012). 
 Enfin, l’association du RGnRH avec la sous-unité GDi a été très peu rapportée dans les cellules 
gonadotropes. Cette voie est cependant particulièrement bien décrite hors de l’hypophyse, dans l’effet 
anti-tumoral des ligands. 
 
b. Désensibilisation du RGnRH
 Le RGnRH (type I) ne possède pas de queue C-terminale intracytoplasmique. Cette particularité, 
propre aux récepteurs de la GnRH mammaliens, explique très probablement leur résistance à la 
désensibilisation et leur internalisation très lente à la suite d’une stimulation prolongée par la GnRH. 
Ces caractéristiques ont été rapportées par de nombreuses études et notamment par le groupe de 
C.A. McArdle. Des travaux de co-transfections (E-arrestine-GFP et RGnRH) révèlent qu’à la différence 
du RGnRH de Xénope, très rapidement désensibilisé et internalisé suite à la stimulation par la GnRH, 
le RGnRH mammalien apparaît résistant à la désensibilisation. Il n’est que très lentement et 
faiblement internalisé, n’induisant pas la translocation de la protéine E-arrestine-GFP à la membrane 
plasmique (Hislop et al., 2000, pour revues : McArdle et al., 2002a,b). 
 
 Au vu de ces observations, il apparaît difficile d’expliquer une constatation essentielle établie par 
Belchetz et collaborateurs : une stimulation soutenue par la GnRH conduit à une forte diminution des 
sécrétions de gonadotropines (Belchetz et al., 1978). Il fut proposé que la désensibilisation des 
cellules gonadotropes pourrait impliquer des réponses adaptatives en aval du récepteur. Ces 
dernières dépendraient fortement du rythme de sécrétion de la GnRH (Counis et al., 2009, pour 
revues : McArdle et al., 2002a,b). 
 
1.3. Le système GnRH de type II 
 
 Depuis la caractérisation de la GnRH mammalienne en 1971, d’autres formes de GnRH ont été 
identifiées chez les vertébrés. À l’heure actuelle, trois formes de GnRH ont été isolées. Seules les 
GnRH de type I et II sont présentes chez l’Homme (pour revues : Kah et al., 2007, Naor, 2009). 
 C’est en 1984 qu’une seconde forme de GnRH a été isolée à partir du cerveau de poulet : la 
cGnRH-II (chicken GnRH-II) ou GnRH-II (Miyamoto et al., 1984). Cette forme de GnRH, hautement 
conservée, a été identifiée chez la plupart des vertébrés, dont l’espèce humaine (Chen et al., 1998,                               
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White et al., 1998). Largement distribuée dans le système nserveux central (SNC), la GnRH-II est 
également retrouvée dans le système nerveux périphérique (SNP) et certains tissus périphériques tels 
que les reins, la prostate, l’ovaire ou encore l’endomètre (White et al., 1998, Cheon et al., 2001, Leung 
et al., 2003). Bien qu’elle soit capable de stimuler la sécrétion des gonadotropines, son efficacité est 
bien moindre en comparaison de la GnRH-I (Densmore et Urbanski, 2003). 
 
 La découverte de la GnRH-II chez les mammifères a conduit à la recherche de son récepteur. Le 
clonage du RGnRH-II a ainsi été rapporté chez le macaque rhésus et le marmouset (Neill et al., 2001, 
Millar et al., 2001). À noter que le RGnRH-II est fonctionnellement et structurellement différent du 
RGnRH-I : tous les RGnRH-II identifiés à ce jour présentent une queue C-terminale 
intracytoplasmique (pour revue : Kakar et al., 2004). 
 Il semble aujourd’hui admis que seul le RGnRH-I soit présent chez l’Homme. Bien que des 
observations suggèrent que le gène codant le RGnRH-II soit transcriptionnellement actif, la présence 
d’un codon stop prématuré dans l’exon 2 rend impossible la synthèse d’un récepteur fonctionnel (pour 
revue : Cheung et Wong, 2008). 
 
2. Présence du RGnRH hors de l’hypophyse
 
 De nombreux sites d’expression extra-hypophysaires ont été décrits chez l’Homme pour le 
RGnRH. Ces derniers sont récapitulés dans les Tableaux VIII et IX. Le RGnRH est retrouvé, assez 
logiquement, dans le tractus génital (mâle et femelle), mais également dans de nombreux tissus 
périphériques non reproducteurs normaux (Tableau VIII). De façon intéressante, sa présence est 
également rapportée dans de multiples tissus tumoraux, liés ou non au système reproducteur 
(Tableau IX). L’identification du couple GnRH/RGnRH dans la majorité de ces sites                       
extra-hypophysaires suscite de nombreuses interrogations, comme celle de son/ses rôle(s) 
physiologique(s) en dehors de l’hypophyse (pour revues : Hapgood et al., 2005, Aguilar-Rojas et 
Huerta-Reyes, 2009). 
 
 L’étude au niveau protéique du RGnRH reste relativement discutée. Cela s’explique par la faible 
spécificité des anticorps commerciaux. Des techniques telles que le Western blot et 
l’immunomarquage restent cependant couramment utilisées, comme en témoignent plusieurs travaux 
publiés récemment (Quintanar et al., 2009, Sundaram et al., 2009a, Anjum et al., 2012). Le 
développement de modèles animaux transgéniques, tels que le modèle souris Gnrhr-hPLAP (human 
placental alkaline phosphatase) par l’équipe de J.N. Laverrière, a permis de confirmer et de préciser 
des sites précédemment décrits (Granger et al., 2004). Ce modèle a également conduit à 
l’identification de nouveaux sites d’expression : la glande pinéale et la rétine (Schang et al., 2012). 
 
 
 Le RGnRH est également présent dans le système respiratoire. Toutefois, cela reste à l’heure 
actuelle relativement peu décrit, notamment en ce qui concerne le tissu normal humain. Une étude a 
mis en évidence l’expression du RGnRH par RT-PCR [reverse transcription PCR (polymerase chain 
reaction)] et Western blot dans la lignée cellulaire humaine Calu-3 (Koushik et al., 2004).                      
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ARNm protéine (locale) 
Références
(mode d'action paracrine/autocrine) détection rôle physiologique
Tableau VIII : Résumé des différents sites d’expression extra-hypophysaires décrits chez l’Homme pour le RGnRH (tissus normaux) (1/2) 
Glande mammaire [2, 3]
Tissus normaux                                        
Cultures primaires
RGnRH GnRH rôle du système GnRH
Pellicer et al., 1990
Guerrero et al., 1993
Gaetje, 1994)               
Chiang et al., 2000























[2] [4, 5, 6, 7]cellules de la granulosa       







Imai et al., 1994
Chegini et al., 1996
Raga et al., 1998
Borroni et al., 2000
non renseigné
Kakar et al.,  1992





Tureck et al.,  1982
Bramley et al., 1987
Latouche et al.,  1989
Peng et al., 1994
Kang et al.,  2000
Kang et al.,  2001a,b             





Raga et al.,  1998
Raga et al., 1999
Chou et al., 2003b
ƕUpJXODWLRQGHO
H[SUHVVLRQGHV003V
et des TIMPs                                
Belisle et al.,  1984
Lin et al., 1995
Chou et al., 2003a
ƕUpJXODWLRQGHO
H[SUHVVLRQGHV003V
et des TIMPs                                
(remodelage tissulaire lors des stades précoces de 
l'implantation, maintien de la grossesse)
Currie et al.,  1981
Belisle et al.,  1984
Iwashita et al.,  1986
Lin et al., 1995
Kakar et Jennes, 1995   
Boyle et al., 1998
Wolfahrt et al., 1998
Cheng et al., 2000
(remodelage tissulaire lors des stades précoces de 







[2, 3] [7] OUI 
ƕDPpOLRUDWLRQGHODPRWLOLWpGHV
spermatozoïdes
Kakar et al., 1 992




les spermatozoïdes et la zone pellucide 
Morales et Lianos, 1996
Prostate [2, 3] OUI non renseigné
Kakar et al.,  1992
Morales et Lianos, 1996
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ARNm protéine (locale) 
o méthodes de détection : 
[1] = hybridation in-situ , [2] = RT-PCR, [3] = Northern blot, [4] = liaison de GnRH marquée à l'iode 125 (125I-GnRH), [5] = effets biologiques induits par GnRH 
[6] = Western blot, [7] = immunocytochimie ou immunocytochimie
ER-D/E: récepteur aux œstrogènes (alpha et béta, GnRH : gonadotropin-releasing hormone , hCG : hormone chorionique gonadotrope,  IFN-J: interféron gamma, kDa : kilodalton
LHE : sous-unité E de la LH (luteinizing hormone ), LR : récepteur  de la laminine (laminin receptor ), MMPs : métalloprotéases matricielles (matrix metalloproteinases )
RGnRH : récepteur de la GnRH, RT-PCR : reverse transcription PCR  (polymerase chain reaction ), SNC : système nerveux central
TIMPs : inhibiteurs tissu spécifique des MMPs (tissue-specific inhibitor of MMPs)
Remarque : il s’agit ici d’une liste d’études non exhaustive. Seules apparaissent les études initiales rapportant la présence du RGnRH et le rôle joué par le système GnRH local. 
adapté de Hapgood et al., 2005
Tableau VIII : Résumé des différents sites d’expression extra-hypophysaires décrits chez l’Homme pour le RGnRH (tissus normaux) (2/2) 
Tissus normaux                                        
Cultures primaires
RGnRH GnRH rôle du système GnRH Références






















[2] [5]cellules immunitaires 




[7]hippocampe                
(neurones pyramidaux)
cortex                     
(neurones corticaux)
OUI
cellules mononucléaires : stimulation de           
la production d'IFN-J
Chen et al., 1999
Chen et al., 2002
Grasso et al.,  1998
Chen et al., 2002
lymphocytes T : stimulation de                  
la transcription du gène codant un récépteur 
de la laminine (67 kDa-LR)                    
(promotion de l'adhésion et de la migration 
cellulaire)
[7] ƕUpJXODWLRQGHO
H[SUHVVLRQGHOD/+E Wilson et al., 2006
non 
renseigné
non renseigné Wilson et al., 2006
non renseigné
Sion-Vardi et al., 1992









o méthodes de détection : 
[1] = RT-PCR, [2] = liaison de GnRH marquée à l'iode 125 (125I-GnRH), [3] = effets biologiques induits par GnRH
 [4] = Western blot, [5] = immunocytochimie ou immunocytochimie
GnRH : gonadotropin-releasing hormone , RGnRH : récepteur de la GnRH
RT-PCR : reverse transcription PCR (polymerase chain reaction )
adapté de Hapgood et al., 2005
Tableau IX : Résumé des différents sites d’expression extra-hypophysaires décrits chez l’Homme 




















Kakar et al.,  1994
Emons et al.,  1998
Tissus tumoraux                         




Endomètre [1] [2, 3]
Emons et al., 1993
Chatzaki et al., 1996
Utérus 
[1] [2] Imai et al., 1996
(léiomyosarcome)
Sein [1] [2] 
Eidne et al., 1985
Kakar et al.,  1994
Placenta
[1] [3]
Chatzaki et al., 1996
Cheng et al., 2000
Zhang et al., 2003



























(tissus + lignées A-498, ACHN, 
786-0 : carcinome)
(lignées HT29, HCT-116,        
HCT-15, LoVo, Colo-320DM : 
carcinome)
Peau
(lignée DU 145 : carcinome)
Prostate




Szepeshazi et al.,  2007
Moretti et al.,  2002
Moretti et al., 2003
[1] [2, 3, 4]
Pati et Habibi, 1995                    
Yin et al.,  1998(lignée HepG2 : 
hépatocarcinome)
Pancréas [2] 
Fekete et al., 1989
Schally et al., 1990
Kakar et al.,  1994
Dondi et al., 1994
Système immunitaire
[1] [2, 3, 4, 5]
Chen et al., 2002
Keller et al.,  2005a(lymphome et leucémie)
[1] [2, 4, 5]
Sion-Vardi et al., 1992
Jungwirth et al.,  1998
Keller et al., 2005b
Cerveau
Remarque : il s’agit ici d’une liste d’études non exhaustive. En plus des tissus tumoraux, le RGnRH a été décrit dans de très nombreuses
lignées cellulaires dérivées de ces tumeurs (ovaire, endomètre, sein et prostate).
Larynx
[2] Krebs et al.,  2002
(lignée Hep-2)
[1] [4] Montagnani Marelli et al., 2009(tissus + lignées U87MG, U373 
: glioblastome) 
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Une prédominance du RGnRH au niveau du pôle apical et des faces latérales de ces cellules a été 
rapportée suite à des observations en microscopie confocale. La présence du RGnRH dans différents 
tissus respiratoires normaux bovins (tissu nasal) et de rat (tissu pulmonaire, trachée) a aussi été 
démontrée (Koushik et al., 2004, Koushik et Kompella, 2004). L’expression du RGnRH dans le cornet 
moyen et le cornet inférieur de bovin a été précisée plus récemment (Sundaram et al., 2009a). Selon 
les auteurs, le RGnRH pourrait être impliqué dans le transport vectoriel d’agonistes de la GnRH à 
travers l’épithélium respiratoire (Koushik et Kompella, 2004, Sundaram et al., 2009a). Par ailleurs, la 
présence du récepteur dans des lignées établies de carcinomes pulmonaires humains (A549 et 
H1299) a également été décrite (Sudaram et al., 2009b, Taratula et al., 2011). 
 Aucune étude n’a encore été menée à ce jour sur la production locale de GnRH dans les voies 
aériennes. Au vu de certaines de leurs propriétés, les cellules neuroendocrines pulmonaires (PNECs, 
pulmonary neuroendocrine cells) s’avéreraient être une piste intéressante. En effet, ces dernières 
sécrètent différents peptides et amines comme la calcitonine, le CGRP (calcitonin gene-related 
peptide), la chromogranine A, la GRP (gastrin-releasing peptide), la sérotonine et la cholecystokinine 
(Stahlman et Gray, 1984, Polak et al., 1993). Ces molécules bioactives sont impliquées dans la 
croissance et le développement pulmonaire et jouent donc un rôle important pendant la 
morphogenèse des poumons (Sunday et al., 1990). Les PNECs sont présentes tout le long de 
l’épithélium des voies aériennes. Elles sont retrouvées isolées ou regroupées sous forme d’îlots 
innervés, nommés corps neuro-épithéliaux (NEBs, neuroepithelial bodies), lesquels sont 
particulièrement observés au niveau des zones de bifurcation de l’épithélium bronchiolaire (Lauweryns 
et Van Ranst, 1988, Linnoila, 2006).  
 
3. L’utilisation de la GnRH en thérapeutique humaine
 
 Rapidement après l’identification de la GnRH, le groupe de E. Knobil rapporte l’importance de sa 
fréquence d’administration sur la réponse hypophysaire (Belchetz et al., 1978). Ces observations 
essentielles ont eu un impact considérable en clinique humaine et en médecine vétérinaire. 
 Cela fait maintenant plus de 25 ans que des analogues de la GnRH sont utilisés en 
thérapeutique humaine. D’un côté, des thérapies mimant la sécrétion pulsatile de GnRH sont 
employées pour restaurer la fertilité. De l’autre, une administration massive et répétée d’agonistes de 
la GnRH est utilisée pour supprimer l’activité pathologique de l’axe HHG.  
 
3.1. Le développement des analogues de la GnRH
 
 La demi-vie de la GnRH endogène est très courte, de l’ordre de cinq minutes chez l’Homme. Son 
catabolisme rapide a principalement lieu dans le système porte hypothalamo-hypophysaire (pour 
revue : Handelsman et Swerdloff, 1986). Ceci explique pourquoi la molécule endogène est quasiment 









































Figure 48 : De la molécule naturelle aux analogues de la GnRH
Les sites de clivages préférentiels pour les endopeptidases sont indiqués par les flèches noires (pour revues : Handelsman et Swerdloff, 
1986, Karten et River, 1986). Ils sont retrouvés entre la glycine en position 6 et la leucine en position 7, mais également entre la proline 
en position 9 et la glycine en position 10. De multiples modifications de la GnRH native (en A, B et C) ont conduit aux puissants 
agonistes et antagonistes actuellement utilisés en clinique (Tableau X).
GnRH : JRQDGRWURSLQUHOHDVLQJKRUPRQH, RGnRH : récepteur de la GnRH
DGDSWpHGHODUHYXHGH0LOODUHWDOHWGH'HUPDQHWDOKWWSZZZJORZPFRP9ROXPH&KDSLWUH
Tableau X : Séquence en acides aminés des principaux agonistes et antagonistes de la GnRH 




 Dans l’optique de son application thérapeutique, des analogues de la GnRH ont été synthétisés 
afin de pallier, entre autres, son temps de demi-vie extrêmement limité. Ces analogues sont divisés en 
deux groupes : les agonistes et les antagonistes.  
 Diverses modifications de la molécule naturelle ont ainsi permis d’améliorer son affinité avec le 
RGnRH et de retarder sa dégradation enzymatique (Figure 48). Le remplacement de la glycine en 
position 6 (A) par un acide aminé dextrogyre et la modification, voire la suppression, du 9ème et du 
10ème acide aminé (B) ont conduit aux principaux agonistes de la GnRH (Tableau X). Le 
remplacement de la glycine en position 6, la substitution des acides aminés en position 1, 2 et 3 (C) et 
la modification du 8ème et du 10ème résidu ont amené aux principaux antagonistes commercialisés à ce 
jour (Tableau X). 
 
3.2. Les principaux effets secondaires rencontrés
 
 Les agonistes et les antagonistes de troisième et quatrième génération (Cétrorélix, Ganirélix) 
sont réputés pour être des molécules sûres et relativement bien tolérées (pour revue : Wilson et al., 
2007). Quelques effets indésirables sont cependant rapportés. Cela concerne principalement les 
traitements longue durée. L’effet « flare up », observé au début de la mise en place d’une 
administration continue d’agonistes, peut entraîner une exacerbation de la condition pathologique 
suite à l’élévation initiale des gonadotropines et des stéroïdes sexuels. L’inhibition de la synthèse des 
hormones sexuelles, consécutive à la suppression de l’activité de l’axe HHG, entraîne des symptômes 
comparables à ceux de la ménopause et de l’andropause. Enfin, la déperdition osseuse prévisible est 
la conséquence la plus préoccupante de ce type de traitement (pour revue : Wilson et al., 2007). 
 L’action des analogues de la GnRH est réversible. En effet, la reprise d’une activité  
hypothalamo-hypophysaire et ovarienne ainsi que le recouvrement de la densité minérale osseuse 
sont observés chez les patients après l’interruption du traitement.  
 
3.3. Applications thérapeutiques des analogues de la GnRH
 
 Outre leur utilisation pour restaurer la fertilité, les analogues de la GnRH sont des molécules de 
choix pour le traitement des cancers hormono-dépendants et autres troubles endocriniens. De plus, la 
présence du RGnRH dans de nombreux tissus extra-hypophysaires non liés au système reproducteur 
en fait des candidats potentiels pour lutter contre certaines pathologies non hormono-dépendantes. 
 
  3.3.1. Pathologies hormono-dépendantes 
 
a. via une action indirecte des analogues
 L’effet inhibiteur des analogues de la GnRH sur la fonction gonadique est à l’origine de l’action 
anti-tumorale indirecte utilisée pour traiter divers troubles endocriniens, comme la puberté précoce 
d’origine centrale (Boepple et al., 1990, Lahlou et al., 2000), l’endométriose (Cedars et al., 1990) ou 
encore la polykystose ovarienne (Steingold et al., 1987, Setji et Brown, 2007). La suppression de la 
sécrétion des stéroïdes sexuels est également recherchée pour lutter contre des cancers       
hormono-dépendants tels que les cancers du sein, de la prostate et autres cancers gynécologiques 
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(ovaire, endomètre, léiomyomes utérins) (Falcone et al., 1982, Furr et Nicholson, 1982, pour revue : 
Emons et Schally, 1994).  
 
b. via une action directe des analogues
 Le RGnRH est exprimé dans de nombreux tissus tumoraux (et lignées cellulaires dérivées de 
tumeurs) liés au système reproducteur : cancer de l’ovaire (Kakar et al., 1994, Emons et al., 1998), 
cancer de l’endomètre (Emons et al., 1993, Chatzaki et al., 1996), léiomyosarcome utérin (Imai et al., 
1996), cancer du sein (Eidne et al., 1985, Kakar et al., 1994), choriocarcinome (Chatzaki et al., 1996, 
Cheng et al., 2000, Zhang et al., 2003), et cancer de la prostate (Kakar et al., 1994, Dondi et al., 
1994). Ces observations combinées à de nombreux travaux rendent compte d’une possible implication 
directe des analogues de la GnRH en pathologie cancéreuse. Leur effet cytotoxique direct viendrait 
renforcer l’action hormonale observée en amont. 
 
 L’absence de queue C-terminale intracytoplasmique dans la structure du RGnRH est un 
prérequis essentiel pour l’obtention de cette action anti-tumorale des analogues. Sa résistance à la 
désensibilisation semble associée à un signal intracellulaire prolongé nécessaire à la mise en place 
des effets anti-tumoaux (pour revue : Millar, 2005). Il est maintenant bien accepté que les RGnRH 
extra-hypophysaires présentent une séquence nucléotidique en ADNc qui code un ARNm et une 
protéine de même taille que le récepteur hypophysaire (Kakar et al., 1994, Limonta et al., 1999). 
 
  3.3.2. Pathologies hormono-indépendantes 
 
 Des sites de liaison spécifiques pour la GnRH ont également été rapportés dans plusieurs tissus 
tumoraux (et lignées cellulaires qui en dérivent) non liés au système reproducteur (Tableau IX) : 
hépatocarcinome (Pati et Habibi, 1995, Yin et al., 1998), cancer du larynx (Krebs et al., 2002), cancer 
du pancréas (Fekete et al., 1989, Schally et al., 1990), cancer colorectal (Szepeshazi et al., 2007), 
lymphome et leucémie (Keller et al., 2005a, Chen et al., 2002), cancer du rein (Sion-Vardi et al., 1992, 
Keller et al., 2005b, Jungwirth et al., 1998), mélanome (Moretti et al., 2002, Moretti et al., 2003), 
glioblastome (Montagnani Marelli et al., 2009) et cancer du poumon (Sudaram et al., 2009b, Taratula 
et al., 2011). 
 La liaison de certains analogues sur les RGnRH présents sur ces tissus cibles conduit à une 
puissante action anti-tumorale. De tels effets restent cependant beaucoup moins décrits que pour les 
tumeurs hormono-dépendantes. Le manque d’essais cliniques incite à une certaine prudence dans 
l’extrapolation des différentes données in vitro et in vivo (pour revue : Limonta et al., 2012).  
 
 
 L’utilisation d’agonistes de la GnRH s’avérerait également être une piste thérapeutique 
potentielle pour le traitement de maladies neurologiques telles que la sclérose en plaques. Une 
expression du RGnRH est observée dans la moelle épinière de mouton (Dolan et al., 2003) et de rat 
(Quintanar et al., 2009). Par ailleurs, la stimulation de neurones corticaux de rat (en culture) par la 
GnRH augmente la croissance neuritique, laissant suggérer des propriétés neurotrophiques pour la 
GnRH, via une action directe médiée par les RGnRH (Quintanar et Salinas, 2008). Plus récemment, 
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des travaux menés sur des rattes ovariectomisées atteintes d’encéphalomyélite auto-immune 
expérimentale (EAE) montrent que l’administration de Leuproréline atténue la sévérité de la maladie 
(Quintanar et al., 2010, Guzman-Soto et al., 2012).  
 Enfin, une étude plus ancienne rapporte qu’un traitement avec ce même agoniste a conduit à 
une amélioration significative de la condition pathologique de patients souffrant du syndrome de 
l’intestin irritable (Mathias et al., 1989).  
 
  3.3.3. Activité anti-tumorale des ligands 
 
 L’effet anti-tumoral des analogues de la GnRH s’exerce à trois niveaux : i) la croissance cellulaire 
(effet anti-prolifératif et/ou pro-apoptotique), ii) la capacité migratoire et invasive des cellules et iii) 
l’angiogenèse. Cela est particulièrement bien décrit dans les lignées cellulaires dérivées de tumeurs 
hormono-dépendantes (pour revue : Limonta et al., 2012). 
 
 La dichotomie observée entre agonistes et antagonistes dans les cellules gonadotropes n’existe 
pas dans les cellules cancéreuses. Comme les agonistes, les antagonistes exercent dans ces 
dernières une puissante action anti-tumorale (Emons et al., 1997). Par ailleurs, alors que le RGnRH 
hypophysaire est principalement couplé à la sous-unité GDq/11, le RGnRH exprimé dans les tissus 
tumoraux serait exclusivement associé à la sous-unité GDi (Imai et al., 1996, Emons et al., 1998, 
Limonta et al., 1999, Gründker et al., 2001). 
 Ce couplage entrainerait ou interférerait négativement avec l’activation de différentes cascades 
de signalisation telles que les voies MAPKs [ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase), JNK1-3 
(c-Jun N-terminal kinase), p38, ERK5] et PI3K (phosphatidylinositol-3-kinase). Un dialogue avec les 
récepteurs à activité tyrosine kinase (RTK) a également été rapporté (pour revues : Limonta et al., 
2012, Naor et Huhtaniemi, 2012).  
 
  3.3.4. Conclusion  
 
 Les divers effets biologiques et propriétés pharmacologiques des agonistes et antagonistes dans 
des environnements cellulaires différents soulèvent de nombreuses interrogations. Comment 
expliquer d’un côté, le couplage du RGnRH à la protéine GDq/11 (à l’origine de la synthèse et de la 
sécrétion des gonadotropines) au niveau de l’antéhypophyse et de l’autre, celui à la protéine GDi 
(associé à ce puissant effet anti-tumoral) dans les cellules cancéreuses ? Une explication possible a 
été proposée par le groupe de R. Millar : la théorie de la « signalisation sélective induite par le ligand » 
(Millar et Pawson, 2004, pour revue : Millar et al., 2008). Selon ce concept, le RGnRH pourrait adopter 
différentes conformations de façon dépendante du contexte cellulaire. Un ligand spécifique (ex : L1, 
agoniste ou antagoniste) lierait sélectivement et stabiliserait le RGnRH dans une certaine 
conformation active (R1), laquelle conduirait à l’activation d’un complexe de signalisation (SC1) et 
d’une réponse cellulaire spécifique (synthèse et sécrétion des gonadotropines). L’équipement 
cellulaire est également à prendre en considération. Selon les auteurs, ce dernier (ex : SC1) induirait 
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la stabilisation d’une certaine conformation active du récepteur (R1) et, de ce fait, favoriserait la liaison 
du ligand L1. 
 
 Enfin, l’impact bi-phasique des analogues sur la fonction cellulaire dans les tumeurs est 
aujourd’hui clairement reconnu. En fonction de la concentration utilisée, des effets différents, voire 
totalement opposés, peuvent être observés. A titre d’exemple, un effet anti-prolifératif sur la lignée 
cellulaire ES-2 (dérivée d’un carcinome de l’ovaire humain) est rapporté pour de fortes concentrations 
en agoniste (1 µM). Les mêmes cellules traitées avec des concentrations plus faibles d’analogue (10 
























































Partie 1. Contexte de l’étude
 
 L’identification de nouveaux partenaires (directs ou indirects) de la protéine CFTR représente un 
axe important de la recherche sur la mucoviscidose, pouvant conduire à la mise en évidence de cibles 
thérapeutiques potentielles. 
 
1. Découverte de l’interaction CFTR-AnxA5 et répercussion sur le transport ionique
médié par le canal CFTR 
 
 C’est dans ce contexte qu’une interaction directe entre le canal ionique et la protéine AnxA5 a 
été mise en évidence au sein de notre laboratoire (Tableau VII). La présence du CFTR et de l’AnxA5 
dans un même complexe protéique a été montré in vitro par la technique de co-IP, utilisant des lysats 
protéiques issus de cellules A549 transfectées de manière stable afin d’exprimer le CFTR (wt ou 
F508del) et de tissu nasal humain. Des expérimentations d’overlay et de SPR conduites sur des 
protéines (ou peptides) purifiées [CFTR entier ou NBD1 (wt et F508del)] ont permis de s’assurer du 
caractère direct de ce lien physique. Plusieurs observations ont été faites au cours de ces travaux :     
i) l’interaction CFTR-AnxA5 est Ca2+ et ATP-dépendante, ii) l’AnxA5 interagit avec NBD1 et iii) la 
mutation F508del ne perturbe pas l’interaction (SPR). Soulevant la pertinence physiologique de cette 
découverte, une codistribution partielle entre le canal CFTR et l’AnxA5 a également été observée 
dans le compartiment apical de cellules épithéliales bronchiques humaines (coupes tissulaires).           
Par ailleurs, la mise en œuvre de la microcytofluorométrie dynamique, utilisant la molécule SPQ           
[6-methoxy-N-(3-sulfopropyl) quinolinium], a démontré que le flux d’halogénures (I-) à travers le canal 
CFTR (stimulés par un cocktail IBMX/Fsk) était dépendant du niveau d’expression intracellulaire 
d’AnxA5. Ainsi, des cellules A549 exprimant le CFTR-wt transfectées avec un siRNA dirigé contre 
l’AnxA5, présentent une baisse de la sécrétion des ions I-, laquelle corrèle avec une diminution de la 
présence du CFTR dans la membrane plasmique. Des observations opposées sont rapportées 
lorsque ces mêmes cellules sont transfectées avec un plasmide permettant d’augmenter la quantité 
intracellulaire d’AnxA5 (pcDNA3.1/AnxA5). À l’issue de ces travaux, l’AnxA5 a été proposée comme 
cible thérapeutique potentielle. En favorisant la présence du CFTR à la surface cellulaire, l’AnxA5 
serait impliquée dans les sécrétions ioniques médiées par le canal (Trouvé et al., 2007). 
 
 Forts de ces observations et ayant démontré que la mutation la plus couramment rencontrée 
chez les patients n’altérait par l’interaction CFTR-AnxA5, ces travaux se sont poursuivis par l’étude 
des effets engendrés par la modulation de l’expression de l’AnxA5 dans les cellules exprimant le 
mutant F508del de la protéine CFTR (Le Drévo et al., 2008).  
 Cette étude a initialement été menée sur le modèle cellulaire A549 transfecté, exprimant de 
façon stable le CFTR-F508del. Occupant un poste d’ingénieur d’études au sein de l’unité, la suite des 
travaux m’a été confiée. Ces derniers ont été complétés par l’utilisation d’un autre modèle, présentant 
de préférence une expression endogène de la protéine CFTR. Une partie des expérimentations a 
ainsi été reconduite avec la lignée cellulaire CFBE41o-, homozygote pour la mutation F508del. 
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 Bien que ce travail ait fait l’objet d’un article publié dans le journal Biochimica et Biophysica Acta 
(Molecular Basis of Disease) en août 2008, c’est à dire avant mon inscription en doctorat, il a été 






































2. Article 1 : Conséquences de la modulation de l’expression de l’AnxA5 dans des 
cellules exprimant le CFTR-F508del
 
2.1. Modèles d’étude : lignée A549 exprimant le CFTR-F508del (transfection stable) 
 
 Dans un premier temps, la technique de co-IP a permis de vérifier que l’AnxA5                               
co-immunoprécipitait avec le CFTR dans des cellules exprimant la version mutée du canal,                
sous-entendant que le CFTR-F508del et l’AnxA5 sont bien présents dans un même complexe 
protéique. Par la suite, utilisant les stratégies de shRNA (short hairpin RNA) et de surexpression 
(pcDNA3.1/AnxA5), il fut observé que le flux d’I- AMPc-dépendant était corrélé au niveau d’expression 
intracellulaire d’AnxA5. Ces observations ont pu être confirmées par patch-clamp. Ainsi, la 
surexpression de l’AnxA5 dans les cellules exprimant le CFTR-F508del conduit à une hausse des 
courants médiés par le canal CFTR (stimulés par un cocktail IBMX/Fsk), laquelle s’expliquerait par 
une augmentation de la quantité de canaux dans la membrane plasmique. Celle-ci a été démontrée 
par la technique de biotinylation des protéines membranaires, permettant d’évaluer l’expression du 
CFTR à la surface cellulaire.  
 Par ailleurs, ces travaux ont également montré que la surexpression de l’AnxA5 dans ces mêmes 
cellules potentialisait l’effet de la Tg seule. Ces deux conditions réunies conduisent à une élévation 
des pentes des droites I-V (conductance) lors des expérimentations de patch-clamp, comparativement 
à la surexpression de l’AnxA5 ou au traitement avec la Tg seul. Il fut proposé que l’effet positif de la 
Tg impliquait l’AnxA5. L’augmentation de la concentration intracellulaire en ions Ca2+ permettrait la 
relocalisation de l’annexine à la membrane plasmique (Le Drévo et al., 2008). 
 
2.2. Modèle d’étude : lignée CFBE41o- exprimant le CFTR-F508del (expression endogène)
 
 Après avoir vérifié l’expression basale de l’AnxA5 dans le modèle CFBE41o-, nous nous sommes 
assurés que ce dernier répondait bien aux transfections avec les différents plasmides permettant de 
moduler l’expression intracellulaire de l’AnxA5 [pENTR/U6/AnxA5 (codant un shRNA dirigé contre 
l’AnxA5) et pcDNA3.1/AnxA5]. Bien que ces transfections n’aient pas été effectuées en parallèle avec 
les cellules A549, la transfection avec le pENTR/U6/AnxA5 semble moins efficace dans les cellules 
CFBE41o-. La diminution de l’expression de l’AnxA5 48 heures après la transfection y est relativement 
plus faible (~ 75 % pour la lignée A549-F508del contre ~ 50 % pour la lignée CFBE41o-). De façon 
similaire aux cellules A549 exprimant le CFTR-F508del, une augmentation de la sécrétion des ions I-
AMPc-dépendante a été observée suite à la surexpression de l’AnxA5 dans les cellules CFBE41o-. 
L’utilisation de la technique de biotinylation ainsi que la réalisation d’immunomarquages ont permis de 
corréler ces observations avec une augmentation de l’expression membranaire du CFTR-F508del (Le 
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Cystic ﬁbrosis (CF) is caused by a mutation in the cystic ﬁbrosis transmembrane conductance regulator
(CFTR) gene. In CF, the most common mutant ΔF508-CFTR is misfolded, is retained in the ER and is rapidly
degraded. If conditions could allow ΔF508-CFTR to reach and to stabilize in the plasma membrane, it could
partially correct the CF defect. We have previously shown that annexin V (anxA5) binds to both the normal
CFTR and the ΔF508-CFTR in a Ca2+-dependent manner and that it regulates the chloride channel function of
Wt-CFTR through its membrane integration. Our aim was to extend this ﬁnding to the ΔF508-CFTR. Because
some studies show that thapsigargin (Tg) increases the ΔF508-CFTR apical expression and induces an
increased [Ca2+]i and because anxA5 relocates and binds to the plasma membrane in the presence of Ca
2+, we
hypothesized that the Tg effect upon ΔF508-CFTR function could involve anxA5. Our results show that raised
anxA5 expression induces an augmented function of ΔF508-CFTR due to its increased membrane localization.
Furthermore, we show that the Tg effect involves anxA5. Therefore, we suggest that anxA5 is a potential
therapeutic target in CF.
© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction
Cystic ﬁbrosis (CF) is themost common severe autosomal recessive
genetic disorder in Caucasians. It is due to a mutation in the gene
encoding the cystic ﬁbrosis transmembrane conductance regulator
(CFTR) [1–3]. The CFTR protein is a cAMP-regulated chloride (Cl−)
channel localized at the apical surface of epithelial cells. It is composed
of two transmembrane segments, two nucleotide-binding domains
(NBDs) and a regulatory domain (R domain) [1]. The R domain
harbours multiple consensus phosphorylation sites by the protein
kinase A (PKA) and the protein kinase C (PKC) [4]. The phosphoryla-
tion of the R domain together with the ATP binding and hydrolysis at
the NBDs regulate the gating of the CFTR channel [4].
CF is caused by a defective Cl− transport in the plasma membrane
of epithelial cells in the lung, pancreas, liver, intestines, sweat duct and
the epididymis [5]. Nevertheless, mutations in the CF gene lead to a
variety of clinical defects, showing that the link between genotype and
phenotype is complex [1,6]. The most common mutation in CFTR
leading to CF is a three-base-pair deletionwhich results in the absence
of a phenylalanine residue at amino acid position 508 (ΔF508) in
NBD1 [7]. The ΔF508-CFTR protein is misfolded [8], retained in the
endoplasmic reticulum (ER) through interactions with the chaperones
and targeted to degradation via the proteasome [7,9]. Indeed, the
misfoldedΔF508-CFTR interacts with the ER chaperones [10,11] which
exhibit an optimal activity when free calcium (Ca2+) concentration is
millimolar. Nevertheless, if some ΔF508-CFTR protein reaches the cell
surface, it exhibits a normal Cl− channel function despite a shorter
half-life than the normal CFTR [11,13]. Therefore, studies were
performed to restore the membrane localization and function of
ΔF508-CFTR [14] using CFTR overexpression [15], low temperature
[16] and chemicals such as glycerol [17], phenylbutyrate [15], genistein
[18] and thapsigargin (Tg) [19]. Tg is a natural tumour-promoting
sesquiterpene lactone which increases the intracellular Ca2+ concen-
tration ([Ca2+]i) in several cell lines by inhibiting the sarcoplasmic or
ER Ca2+-ATPase family SERCA [20]. Therefore, lowering the ER Ca2+
stores induces a decreased retention of ΔF508-CFTR by chaperones
such as calnexin [19]. This decrease in the ER Ca2+ store, which is the
largest Ca2+ store of cells, is accompanied by an increased [Ca2+]i.
We hypothesize that the ΔF508-CFTR function can also be restored
bymodulating its interactingpartners.Nevertheless, the extent towhich
Wt-CFTR and ΔF508-CFTR channels are regulated by protein–protein
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interactions is largely unknown. The identiﬁcation of the CFTR's
interacting proteins should permit decoding themolecularmechanisms
of the CFTR processing and function and should help to deﬁne new
therapeutic targets to correct the CFTR defects in CF. Several CFTR-
binding proteins are known to modulate the Cl− channel function of
CFTR. SNAP-23 and syntaxin 1A interact with the N-terminus of CFTR
and inhibit its activity [21]. Na+/H+ exchanger regulatory factor (NHERF),
also known as ezrin-binding protein of 50 kDa (EBP-50), and CFTR-
associated protein of 70 kDa (CAP70) interact with the C-terminus CFTR
via their PDZ domains and stimulate the Cl− currents [22–24]. CFTR-
associated ligand (CAL) also binds the C-terminus of CFTR via a PDZ
domain and reduces its apical expression [25]. Recently, we identiﬁed
annexin A5 (anxA5) as a new CFTR partner. We showed that anxA5
interacts with the NBD1 of the Wt-CFTR protein in a Ca2+- and ATP-
dependent manner, as well as with the ΔF508-CFTR [26]. Our previous
study showed that the anxA5 expression is involved in the cAMP-
dependent halide ﬂux through CFTR as well as in its membrane
localization. AnxA5 belongs to the ubiquitous annexin family of Ca2+-
binding proteins [27]. Whereas its role in vivo is still unclear, some of its
properties have been depicted. It interacts with cytoskeletal proteins
[28], exhibits anticoagulant activities [29], inhibits phospholipase A2
[30] and modulates some membrane proteins such as the Na+/Ca2+
exchanger [31]. Furthermore, anxA5 binds to negatively charged
phospholipids in a Ca2+-dependent manner [32], may form a Ca2
+channel [33] and may be involved in exocytosis [34].
Tg restores the ΔF508-CFTR in the membrane as well as its Cl−
channel function in a Ca2+-dependent manner [35] and we previously
showed that anxA5 interacts with Wt-CFTR and ΔF508-CFTR in a Ca2+-
dependentmanner [26]. Therefore,wehypothesized that the effect of Tg
may indirectly involve anxA5 by the increased [Ca2+]i. In the present
paper, we show for the ﬁrst time that anxA5 is involved in the cell
surface localization of theΔF508-CFTR and that the Cl− channel function
of the mutated CFTR is increased when anxA5 is overexpressed.
Furthermore, we show that the Tg effect is decreased when the anxA5
expression is inhibited whereas it is increased when anxA5 is over-
expressed. Therefore, we suggest that the positive effect of Tg involves
anxA5 due to its CFTR-binding properties and to its relocalization to the
membranes in the presence of Ca2+ [32]. Furthermore, we show here
that the single effect of an anxA5 overexpression induces an increased
ΔF508-CFTR function due to an increased localization in the plasma
membrane of polarized and non-polarized cells, likely due to a reduced
recycling. Therefore, we show for the ﬁrst time that the modulation of
anxA5 expression is a potential therapeutic target.
2. Experimental procedures
2.1. Cloning of anxA5 in pcDNA3.1/His
The anxA5 cDNAwas ampliﬁed by PCR using complete cDNA from
HeLa cells as matrix. The primers were: sense 5'-ACCTGAGTAGTCGC-
CATGGCA-3'; anti-sense 5'-CCCCGTGACACGGTCATCTTC-3'. Reactions
were carried out with the following parameters: denaturation at 94 °C
for 15 min, annealing at 62 °C for 30 min and extension at 68 °C for
1.5 min (30 cycles). The PCR products were puriﬁed (Qiaex II, Qiagen,
Germany) and cloned into pcDNA3.1/His (TOPO TA Expression Kit,
Invitrogen, USA). Double-strand sequencing (ABI 310, Applied Biosys-
tems, USA) were performed to ascertain that the ampliﬁcation did not
introduce mistakes and that the coding sequence was in frame.
2.2. Site-directed mutagenesis
Mutagenesis was performed on the cDNA encoding CFTR (Gen-
Bank, M28668) using QuickChange® XL Site-directed Mutagenesis Kit
(Stratagene, USA). The mutated oligonucleotides (Eurobio, France)
corresponding to the ΔF508 mutation were: 5'-CTGGCACCATTAAA-
GAAAATATCGGTGTTTCCTATGATG-3';
5'-CATCATAGGAAACACCGATATTTCTTTAATGGTGCCAG-3'. The
mutation was controlled by double-strand sequencing (ABI 310,
Applied Biosystems, USA).
2.3. Expression of short hairpin RNA (shRNA)
To decrease the anxA5 expression, a vector was constructed
according to the Block-it™ RNAi Designer software (Invitrogen, USA).
The single-stranded DNA oligos were: 5'-CACCGAACAAGATGCT-
CAGGCTTTACGAATAAAGCCTGAGCATCTTGTTC-3', 5'-AAAAGAACAA-
GATGCTCAGGCTTTATTCGTAAAGCCTGAGCATCTTGTTC-3'. The
annealing to generate two double-strand oligos and their cloning in
pENTR/U6 were performed with Block-it™ RNAi Entry vector kit,
according to the manufacturer's instructions (Invitrogen, USA). The
provided pENTR/U6/LacZ vector encoding an irrelevant shRNA, was
used as a negative control. Further controls were performed using an
irrelevant scrambled shRNA and with buffer alone (not shown).
2.4. Cell culture and transfection
A549 cells, an immortalized human airwayepithelial cell line (ATCC
CCL-185, UK), were cultured in F-12Kmedium supplementedwith 10%
foetal bovine serum (FBS) and 100 U/ml penicillin–streptomycin in a
humidiﬁed CO2 incubator (37 °C). They were transfected by Lipofecta-
mine 2000 (Invitrogen, USA) with the pcDNA3.1 containing either the
Wt-CFTR or the ΔF508-CFTR cDNA. Stably transfected cells were
selected by neomycin. CFTR expressionwas assessed after 10 passages.
Later, the cellswere transfectedwith pcDNA3.1/anxA5 encoding anxA5
or with the shRNA against anxA5 (pENTR/U6/anxA5). AnxA5 expres-
sion was assessed by Western blotting as described below and
compared with the negative controls. In some experiments, cells
were treated with 500 nM Tg (16 h, 37 °C) [36].
Immortalized normal (16HBE14o−) and CF (CFBE41o−) polarized
airway epithelial cell lines were from Pr D.C. Gruenert (University of
California, San Francisco). The CFBE41o− cells are homozygous for the
delF508 mutation whereas the 16HBE14o− cells have the character-
istics of superﬁcial epithelial cells and were originally derived by viral
transformation of cells dissociated from human bronchial epithelium
[37,38]. The cells were cultured in Eagle's minimal essential medium
(MEM) supplemented with 10% FBS and glutamine on an extracellular
matrix (CellBind Corning, Bioblock).
2.5. Immunoﬂuorescent labelling of CFTR after modulation of the anxA5
expression in cells with and without Tg treatment
Cells were grown on 22×22 mm glass coverslips and ﬁxed in
phosphate-buffered saline (PBS) containing 4% paraformaldehyde (w/
v) for 30 min at room temperature (RT). The cells were permeabilized
(0.25% saponin, 45 min, RT) and saturated (3% bovine serum albumin,
(1 h, RT). Immunoﬂuorescencewas performed using successively anti-
CFTR rabbit polyclonal antibodies (7.5 μg/ml; PA1-935, ABR, BD
Bioscience Pharmingen, USA) for 1.5 h and goat anti-rabbit second
antibodies coupled to Texas Red (1:250; GeneTex, Inc., USA) for 1 h.
Nuclei were stained with DAPI. Actin cytoskeleton was labelled with
phalloidin-FluoProbes®547 (1/40, Molecular Probes) according to the
manufacturer's instructions.
2.6. Western blot analysis
Cells were lysed (50 mM Tris HCl, pH 6.8, 100 mMNaCl, 1% Triton X-
100 and protease inhibitor cocktail [Sigma]) and protein concentrations
were determined using the Lowry procedure [39]. The samples were
resolved by SDS-PAGE (7.5%) and transferred on a PVDF membrane
(Amersham Biosciences, UK). CFTR was detected by successive incuba-
tion of the membranes with a mouse monoclonal antibody anti-CFTR
(1:500, Ab-2 (MM13-4), Interchim, France) and a peroxidase labelled
606 M.-A. Le Drévo et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1782 (2008) 605–614
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secondary antibody (1:5000, Amersham Biosciences, UK). AnxA5 was
detected bywestern blotting (12%) using a goat polyclonal IgG (sc-1929;
Santa Cruz Biotechnology, USA) and a peroxidase anti-goat antibody
(Sigma, France). Immunoreactive proteins were visualised by enhanced
chemiluminescence (ECL+, Amersham Bioscience, UK). Densitometric
analysis of the ﬁlms was performed using a Biovision 1000 apparatus
(Fischer Bioblock) and each valuewas normalized to the total amount of
loaded proteins per lane as well as by G3PDH and actin quantiﬁcations
(MAb to Glyceraldehyde-3-PDH (Biodesin International)). Actin expres-
sion was assessed by Western blotting (12%) using anti-nonmuscle-F-
actin (1/200, Santa Cruz Biotechnology).
2.7. Immunoprecipitation
Wt-CFTR-anxA5 and ΔF508-CFTR-anxA5 interactions were pre-
viously demonstrated [26]. The effect of the ΔF508 mutation upon the
interaction was studied here by co-immunoprecipitation. Total protein
was extracted fromWt-CFTR- andΔF508-CFTR-expressing cells (50mM
Tris HCl, pH 6.8, 100 mM NaCl, 1% Triton X-100 and protease inhibitor
cocktail). The anti-CFTR antibody (Ab-2 (MM13-4), Interchim, France)
was coupled to Dynabeads Protein G (Dynal Biotech, Invitrogen, USA)
overnight at 4 °C with rotation. After centrifugation (6000 g, 15 min),
clariﬁed cell lysates were incubated with the beads. After incubation
(16 h, 4 °C), the beads were washed four times in PBS and samples were
resolved by SDS-PAGE (12%). AnxA5 was detected with the anti-anxA5
antibody. The commercially available puriﬁed anxA5 was used as
molecularweight control (35 kDa). The negative controlswere obtained
with cells which did not express CFTR and using an irrelevant antibody
(anti-V5 antibody, Invitrogen, USA) coupled to the beads.
2.8. Measurement Fura 2-AM
To ensure that the Tg treatment induced an increased [Ca2+]i, Wt-
CFTR- and ΔF508-CFTR-expressing cells were loaded for 45 min with
2 μM Ca2+-sensitive ﬂuorescent probe fura-2 acetoxy-methyl ester
(Fura-2 AM, Invitrogen Molecular Probes, USA) at RT in the dark. Cells
were rinsed twice and incubated in Tyrode solution (20 min, 37 °C).
Fluorescence was recorded at 340 nm (saturated Ca2+) and 380 nm
(free Ca2+) andwas analysed using Fluostar software (IMSTAR, France).
For each experiment, 20–30 cells were observed and the responses
were compared with the controls obtained with untransfected cells or
with cells that were not treated with Tg.
2.9. Methoxy-N-(3-sulfopropyl)quinolinium (SPQ) ﬂuorescence assay
The cAMP-dependent halide ﬂux throughWt-CFTR andΔF508-CFTR
wasassessedbySPQassaysusing forskolin as aCFTRactivator. Cellswere
loaded with 10 mM SPQ (Molecular Probes) and placed in a quenching
NaI buffer. The baseline ﬂuorescence was measured in isotonic NaI
buffer and cells were then perfused with isotonic dequench buffer
(NaNO3 replaced NaI). The perfusate was then switched to dequench
buffer plus agonist and requenched at the end of the experiments. An
inverted microscope equipped for ﬂuorescence (IX-71, Olympus) was
used and illuminationwas performed at 360 nm. The emitted light was
collected at 456±33 nm by a high-resolution image intensiﬁer coupled
to a video camera connected to a digital image processing board (FLUO
software, Imstar, France). During the experiments (n=5) the cell
morphology and number were checked to ensure that there was no
difference due to the siRNA. SPQ experiments were also performed
when anxA5 was overexpressed in cells transfected or not with the
cDNA encoding CFTR. The controls were performed using cells
transfected with the empty pcDNA3.1 vector. For the statistical analysis
[40,41], ﬂuorescence intensity was standardized according to the
equation F=(F−Fo)/Fo×100, where F is the relative ﬂuorescence and
Fo, the ﬂuorescence intensity measured in presence of I−. The halides
membrane permeability (P) was determined as the rate of SPQ
dequenching upon perfusion with nitrates. At least three successive
data points were collected immediately after the NO3− containing
medium application, and then ﬁtted using a linear regression analysis.
The slope of the straight line reﬂecting the membrane permeability to
halides (noted P in min−1) was used as an index of CFTR activity.
2.10. Patch clamp
A patch-clamp techniquewas used to record themembrane currents
under voltage clamped conditions [42]. The measurements of ionic
currentsweremade by using a patch-clamp ampliﬁer (Geneclamp 500B,
Axon, USA) equippedwith a current to voltage converter headstage (CV5
series). The signals were recorded with a micro-computer via an
analogue to digital converter (CED 1401 plus, UK) running at 35 kHz.
TheWCPv. 3.5.9 program (StrathclydeUniversity, UK)wasused to record
the currents and to deliver programmed voltage pulses. The stimulating
pulses (−50 to 200mVby 10mV steps, duration 200ms)were applied to
the patch from theholdingpotential. The currentswere analysed off-line
with WCP and conductances were calculated from the slope of the
current–potential relationship.
Fig. 1. anxA5 expression in non-polarized (A549) and polarized ΔF508-CFTR-expressing cells (CFBE41o−). The left panel shows an example of western blot representing the
expression of anxA5 (35 kDa) in wt-CFTR- and ΔF508-CFTR A549 cells (1 and 2, respectively), in 16HBE14o− (3) and CFBE41o− (4) cells. The right panel shows the corresponding
quantiﬁcation (percentage). The anxA5 levels tended to be lower in ΔF508-CFTR-expressing cells.
Fig. 2. Co-immunoprecipitation of anxA5 with Wt-CFTR and ΔF508-CFTR. CFTR protein
was immunoprecipitated from Wt-CFTR- and ΔF508-CFTR-expressing A549 cells. The
complexes were resolved by SDS/PAGE (12%) and transferred onto a PVDF membrane.
AnxA5 was then detected by immunoblotting and was observed in the complexes. It
was not detected in the complex from A549 cells which did not express CFTR (NT) or
when an irrelevant antibody was linked on the beads (negative control). Pure anxA5
was used as molecular weight control (35 kDa).
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This procedure was performed with 75% conﬂuent cells incubated
with 500 nM Tg (16 h, 37 °C). In all experiments, cells were pre-treated
with bumetamide as described above. In order to assess the CFTR
activity in electrophysiological recordings, glibenclamide was used to
block CFTR activity (data not shown).
2.11. Cell surface expression of CFTR by biotinylation
To estimate the CFTR (Wt and ΔF508) presence in the plasma
membranes of the cells after modulation of anxA5 expression, coupled
or not to a Tg treatment, the membrane proteins were biotinylated as
previously described [43,44]. Brieﬂy, conﬂuent cells were washed with
ice-cold PBS (pH 8.0), incubated in Sulfo-NHS-SS-Biotin solution
(Pinpoint™ Cell Surface Protein Isolation Kit, Pierce, USA) for 30 min at
4 °C and quenching solution was added. Cells were scraped and
centrifuged (3 min, 500 g). The pellets were suspended in lysis buffer
(Tris–HCl pH 6.8, 50 mM; NaCl 100 mM; Triton X-100 2% and
antiprotease cocktail) and incubated for 30 min on ice. Cell lysates
were clariﬁed (2 min, 10,000 g, 4 °C) and biotinylated proteins were
isolated on Immobilized NeutrAvidin™ gel according to the manufac-
turer's instructions (Pierce, USA). The CFTR proteinwas further detected
by Western blotting as described above.
2.12. Statistical analysis
Student's t-test was used and differences were considered
signiﬁcant when pb0.05 (⁎) and very signiﬁcant when pb0.001 (⁎⁎).
3. Results
3.1. AnxA5 expression in non-polarized (A549) and polarized ΔF508-
CFTR-expressing cells (CFBE41o−)
The basal anxA5 expression was assessed in A549 and in CFBE41o−
cells bywestern blots. As shown in Fig.1, anxA5 expressionwas higher in
polarized cells than innon-polarized cells. Although itwasnot signiﬁcant,
this expression tended to be lower in ΔF508-CFTR-expressing cells.
3.2. The ΔF508 mutation does not disrupt the CFTR–anxA5 interaction
We previously showed direct anxA5–CFTR and anxA5–ΔF508-
CFTR interactions [26]. Nevertheless, the presence of anxA5 in Wt-
CFTR and in the ΔF508-CFTR protein complex was assessed here by
co-immunoprecipitation. As shown in Fig. 2, anxA5 was present in the
immunoprecipitated complexes from Wt-CFTR- and ΔF508-CFTR-
expressing A549 cells, whereas it was not detected in the A549 cells
which were not transfected with the cDNA encoding for the CFTR
protein (NT) or when an irrelevant antibody was linked to the beads.
This result indicated that the ΔF508 mutation did not disrupt the
interaction. Pure anxA5 protein was used as molecular weight control
to ensure the molecular weight of the observed bands.
3.3. Modulation of the anxA5 expression in Wt-CFTR- and ΔF508-CFTR-
expressing A549 cells
To decrease the anxA5 expression, Wt-CFTR- and ΔF508-CFTR-
expressing A549 cells were transfected with either the shRNA directed
against anxA5 or the control shRNA. After the transfection (48 h),
Fig. 3.Modulation of anxA5 expression in A549 cells. Example of detection of anxA5 in
Wt-CFTR- and ΔF508-CFTR-expressing A549 cells byWestern blotting. (A)Wt-CFTR and
ΔF508-CFTR-expressing A549 cells were transfected with either the shRNA directed
against anxA5 or the irrelevant shRNA. Decreased anxA5 expression was observed in
both cell types in the presence of its speciﬁc shRNA, when compared to the control
(upper panel). Overexpression of anxA5 was obtained in Wt-CFTR and ΔF508-CFTR-
expressing-A549 cells by transfection with the cDNA encoding anxA5 (lower panel).
48 h after the transfection, anxA5 expression was increased in both cell types when
compared with the control (empty pcDNA3.1 vector). (B) Representative histograms
(percentage) showing the statistical decreased anxA5 expression due to the shRNA and
its signiﬁcant increase in transfected cells. (⁎⁎⁎: pb0.001).
Fig. 4. Effect of the modulation of anxA5 expression upon the cAMP-dependent halide
ﬂux through ΔF508-CFTR in A549 cells. Bar graph representation of the effect of the
decreased and increased anxA5 expression upon the cAMP-dependent halide ﬂux
through ΔF508-CFTR in A549 cells channel which was measured by ﬂuorescence digital
imaging microscopy using SPQ dye. The obtained curves were used to determine the
halide permeability (P) as the rate of SPQ dequenching in NO3
− medium under baseline
conditions and under cAMP stimulation. When anxA5 expression was decreased the
cAMP-dependent halide ﬂux through ΔF508-CFTR in A549 cells was signiﬁcantly
decreased when compared to the control (light grey). When anxA5 was overexpressed,
the halide ﬂux was signiﬁcantly increased (dark grey). Comparison with non-treated
ΔF508-CFTR-expressing A549 cells (white) indicate that the controls did not modify the
halide ﬂux. Bars represent SEM, ⁎: pb0.05, ⁎⁎: pb0.001.
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anxA5 expression was assessed by Western blotting (Fig. 3A, upper
panel). AnxA5 overexpressionwas obtained after transfectionwith the
cDNA encoding anxA5 (pcDNA3.1/anxA5, Fig. 3A, lower panel). The
pcDNA3.1 empty vector was used as a negative control. AnxA5
expression was assessed at increasing time points after the transfec-
tion (not shown), and peaked 48 h after transfection. In all type of
experiments, actin was used as a reference gene (Fig. 3A). The
statistical analysis was performed (Fig. 3B). AnxA5 expression was
decreased in the presence of the shRNA by 73.5±1.1% (n=3) and 75.6
±1.8% (n=3) in Wt-CFTR- and ΔF508-CFTR-expressing cells, respec-
tively, when compared to the controls. Its expressionwas increased in
the presence of the cDNA encoding anxA5 by 69.8±0.8% and 71.4
±1.2% in Wt-CFTR- and ΔF508-CFTR-A549 expressing cells, respec-
tively, when compared to the controls.
Because anxA5 is an actin-binding protein and because actin is
involved in CFTR function, actin expression was studied. Actin
expression was not modiﬁed in Wt-CFTR- or ΔF508-CFTR-expressing
cells when anxA5 expression was modulated (not shown).
3.4. The cAMP-dependent halide ﬂux through ΔF508-CFTR depends on
anxA5 expression in A549 cells
We previously showed that the cAMP-dependent halide ﬂux
through Wt-CFTR was correlated with anxA5 expression in A549 cells
[26]. Therefore, we investigated the cAMP-dependent halide ﬂux
through ΔF508-CFTR when anxA5 expression was decreased and
increased. Halide permeability was measured using the SPQ dye 48 h
after the transfection with pENTR/U6/anxA5 or with the irrelevant
shRNA. The curves obtained after cAMP stimulation of the CFTR
channel and the blockage of other Cl− channels showed a residual
function of ΔF508-CFTR, as previously described [12]. Statistical
analysis of the experiments (Fig. 4) indicated that the shRNA induced
a signiﬁcant decreased halide ﬂux through ΔF508-CFTR in A549 cells
when compared to the negative controls performed with the
irrelevant shRNA which had no effect by itself.
The overexpression of anxA5 induced a very signiﬁcant increased
cAMP-dependent halide ﬂux through ΔF508-CFTR in A549 cells (Fig.
4). In the controls performed with cells which did not express CFTR
(not shown) and with the empty vector, no modiﬁcation of the halide
ﬂuxwas observed. Therefore, our results indicate for the ﬁrst time that
the cAMP-dependent halide ﬂux through ΔF508 CFTR is correlated
with anxA5 expression.
3.5. Tg treatment increases Wt and ΔF508-CFTR channel activity
It was previously shown that Tg increases the cell surface
expression of ΔF508-CFTR due to the decreased ER Ca2+ store affecting
the calnexin–CFTR interaction [35]. In a previous study, we demon-
strated that the anxA5–CFTR interaction is Ca2+-dependent [26]. These
data, together with the known anxA5 relocalization in the membrane
Fig. 5. Study of the effect of Tg in Wt-CFTR- and ΔF508-CFTR-expressing A549 cells. (A) The effect of Tg upon [Ca2+]i was checked by Fura 2-AMmeasurement. Non-transfected A549
cells, Wt-CFTR- and ΔF508-CFTR-expressing A549 cells were loaded with Fura-2 AM after Tg treatment. For each cell type, ﬂuorescence was recorded at 340 nm (saturated calcium)
and 380 nm (free calcium) and compared with that of untreated cells. In all cell types, Tg induced a signiﬁcant increase in [Ca2+]i. Bars represent SEM (n=5). (B) The effect of Tg upon
the Cl− channel function of Wt-CFTR and ΔF508-CFTR was measured by patch-clamp. The I/V relationships show that in both Wt-CFTR- and ΔF508-CFTR-expressing cells, Tg
increased CFTR channel function. Cells which did not express CFTR and untreated cells were used as negative controls. Bars represent SEM. (C) Analysis of Tg effect on anxA5
expression in Wt-CFTR- and ΔF508-CFTR-expressing A549 cells by Western blotting. Tg treatment did not modify anxA5 expression in either cell type. The same amount of protein
was loaded in each lane (50 μg).
609M.-A. Le Drévo et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1782 (2008) 605–614
139
in the presence of Ca2+, led us to postulate that Tg-induced increase in
[Ca2+]i could increase the Cl
− channel activities of CFTR. To test this
hypothesis, we studied the CFTR channel activity in A549 cells when
anxA5 expressionwasmodulated in the presence or absence of Tg. We
ﬁrst checked that [Ca2+]i was increased in our cell model after Tg
treatment (16 h) using Fura 2-AM. As shown in Fig. 5A, a signiﬁcant
increase in [Ca2+]i caused by Tg was observed in the A549 cells
expressing the Wt-CFTR (+29.3±1.8%) or the ΔF508-CFTR (+32±1.2%)
protein, when compared with untreated cells.
The Cl− channel activity of CFTR was measured by patch-clamp in
Wt-CFTR- and ΔF508-CFTR-expressing A549 cells after Tg treatment.
Untransfected and untreated A549 cells were used as negative
controls (not shown). As shown in Fig. 5B, the I/V relationship
obtained indicates that the Cl− channel function of both the Wt-CFTR
and the ΔF508-CFTR was increased in the presence of Tg in A549 cells.
This result was in accordance with previous results [19,35]. As shown
in Fig. 5C, Tg had no effect upon anxA5 expression, which could have
explained the increased Cl− channel activity of both Wt-CFTR and
ΔF508-CFTR in this cell types.
3.6. AnxA5 overexpression enhances the Tg effect in ΔF508-CFTR-
expressing A549 cells
The combined effect of Tg andmodulation of anxA5 expressionwas
studied in the ΔF508-CFTR-expressing A549 cells. In a ﬁrst set of
experiments, we found that Tg treatment, shRNA and anxA5 over-
expression had no effect upon Cl− ﬂux in the cells that did not express
the CFTR protein (not shown).
The Cl− channel activity of CFTR was assessed by the cell-attached
patch-clamp technique. Fig. 6A shows the experimental conditions
Fig. 6. Cell-attached patch-clamp experiments performed in ΔF508-CFTR-expressing A549 cells submitted to different levels of anxA5 expression in native conditions and after Tg
treatment. (A) The upper panel indicates the cell conditions used in the patch-clamp analysis. The upper waveforms trace currents recorded in each set of experimental conditions are
representative of the currents recorded in ΔF508-CFTR before (basal currents) and after cAMP stimulation underexpressing or overexpressing anxA5 with or without Tg in A549 cells.
The lower trace represents the voltage steps applied to the membrane. Horizontal bar, 20.88 ms; vertical bars, 1 nA (top) and 1 mV (bottom). (B) I/V relationship in all experimental
conditions (mean±SEM). Bar graphs represent the statistical analysis of the current amplitudes (mean±SEM, n=5) at +60 mV in all experimental conditions. The conditions where
only forskolin and IBMX were applied to the cells were taken as reference for the analysis. ⁎: pb0.05, ⁎⁎: pb0.01, ⁎⁎⁎: pb0.001.
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and an example of the corresponding waveform trace currents. The
recordings showed that the forskolin treatment stimulated the
ΔF508-CFTR Cl− channel activity. The response of ΔF508-CFTR
channels to the stimulation was lower than that of Wt-CFTR (not
shown). These results can be correlated with those obtained in SPQ
experiments. The patch-clamp recordings were converted to current–
potential (I/V) relationship representations (Fig. 6B). When anxA5
expression was reduced in A549 cells the slope of the curves was
decreased, indicating a reduced channel activity of ΔF508-CFTR.
Conversely, the slopes of the curves were increased when anxA5 was
overexpressed or when cells were treated with Tg. Finally, the slopes
of the curves were increased when anxA5 was overexpressed in
Tg-treated cells when compared with those of cells only submitted
to Tg treatment or to anxA5 overexpression alone. The lower panel in
Fig. 6B represents the current amplitudes (at +60 mV) and highlights
statistical differences. The results show that the anxA5 expression
reduced by shRNA signiﬁcantly decreased the channel activities of the
ΔF508-CFTR which function was signiﬁcantly enhanced when anxA5
was overexpressed. It was further increased when anxA5 over-
expressionwas coupled to the Tg treatment, when compared with the
effect of each treatment singly applied. For each experiment, controls
were performed with the irrelevant shRNA, with the empty vector
and with non-transfected cells (not shown).
In conclusion, these experiments show for the ﬁrst time that anxA5
protein is intimately involved in the Cl− channel function of ΔF508-
CFTR. Finally, we demonstrate here that increasing anxA5 expression
improved the effect of Tg upon the ΔF508-CFTR channel activity.
3.7. AnxA5 overexpression enhances the cell surface expression of both
Wt-CFTR and ΔF508-CFTR
To determine whether the increased Cl− currents were due to an
increased channel activity or to an increased cell surface expression of
the CFTR protein, the cell surface localization of the ΔF508-CFTR
proteins was analysed by immunoﬂuorescence studies (not shown)
and by cell surface biotinylation experiments [43,44].
In immunoﬂuorescence experiments we observed that the
irrelevant shRNA had no effect upon the ΔF508-CFTR localization
whereas the shRNA directed against anxA5 induced its decreased
membrane localization (not shown). We conﬁrmed that Tg increases
the cell surface expression of the ΔF508-CFTR [19] and showed that
this positive effect was conserved when anxA5 expression was
reduced.
When anxA5 was overexpressed, with or without Tg, ΔF508-CFTR
localization was increased in the cell membrane. AnxA5 modulation
had no effect upon actin distribution.
We conﬁrmed these results by biochemical assays. The total cell
surface proteins were biotinylated, puriﬁed on a streptavidin column
and the CFTR protein was detected in collected fractions by Western
blotting. As shown in Fig. 7, CFTR was observed in the membrane in
the Wt-CFTR-expressing A549 cells, whereas a faint band was
observed in the membrane proteins from the ΔF508-CFTR-expressing
A549 cells, consistent with the retention and degradation of most of
the mutated protein in the ER. The effect of the decreased anxA5
expression on the cell surface expression of CFTR in Wt-CFTR- and
ΔF508-CFTR-expressing cells was assessed. When anxA5 expression
was decreased, membrane expression of both Wt-CFTR and ΔF508-
CFTR proteins was inhibited (Fig. 8).
Wt-CFTR and ΔF508-CFTR membrane localization was further
studied when anxA5 was overexpressed in A549 cells. As shown
in Fig. 9, a faint band was observed in Wt-CFTR- and ΔF508-CFTR-
expressing cells after transfection with the empty vector used as
control. These bands were stronger when anxA5 was overexpressed.
Therefore, anxA5 overexpression increased the cell surface expres-
sion of both Wt-CFTR and ΔF508-CFTR proteins. This cell surface
expression of both Wt-CFTR and ΔF508-CFTR was increased when
anxA5-overexpressing cells were treated with Tg. In summary, the
cell surface expression of Wt-CFTR and ΔF508-CFTR proteins was
decreased in the absence of anxA5 expression and, conversely, was
increased when anxA5 protein was overexpressed and Tg enhanced
the ΔF508-CFTR expression in plasma membrane in anxA5-over-
expressing A549 cells.
3.8. Modulation of anxA5 expression in polarized cells
Our results were extended in the polarized cell line CFBE41o− in
which anxA5 expression was modulated. As shown in Fig. 10A, shRNA
induced a signiﬁcant anxA5 decreased expression whereas a sig-
niﬁcant anxA5 overexpression was observed in the presence of the
cDNA encoding anxA5. SPQ experiments were performed in the
CFBE41o− cells when anxA5 expression was modulated. As shown in
Fig. 10B, the cAMP-dependent halide ﬂux was signiﬁcantly decreased
when anxA5 expression was inhibited. The anxA5 overexpression
induced signiﬁcant increased cAMP-dependent halide ﬂux in CFBE41o
− cells. Therefore, the results were similar in non-polarized and in
polarized cells. Biotinylation experiments performed in the CFBE41o−
cells overexpressing anxA5 indicated that the increased cAMP-
dependent halide ﬂux was likely due to an increased ΔF508-CFTR
localization in the apical membranes in these polarized cells (Fig. 10C,
left panel). Immunolocalization of the CFTR protein was performed in
the CFBE41o− cells when anxA5 expression was increased (Fig. 10C,
right panel). A faint increased localization of the mutated CFTR in the
plasma membrane was observed when compared with cells trans-
fected with the empty vector. Therefore immunoﬂuorescence was in
accordance with the biotinylation experiments.
4. Discussion
The proteins or drugs that might increase the cell surface
expression of the ΔF508-CFTR are potential targets to correct the Cl−
Fig. 8. Cell surface detection of Wt-CFTR and ΔF508-CFTR by biotinylation, when anxA5
expression is reduced. When both Wt-CFTR- and ΔF508-CFTR-expressing A549 cells
were transfected by the irrelevant shRNA, cell surface expression of CFTR protein was
detected in membrane proteins after biotinylation and Western blotting. CFTR was not
detected in membrane proteins from non-transfected cells (negative control). The
plasma membrane expression of Wt-CFTR and ΔF508-CFTR in A549 cells was observed
when the irrelevant shRNA was transfected, whereas neither protein was detected
when anxA5 expression was reduced. The same amount of protein was loaded in each
lane.
Fig. 7. Cell surfacedetectionofWt-CFTRandΔF508-CFTRbybiotinylation inA549cells. Cell
surface proteins of the cells expressing Wt-CFTR or ΔF508-CFTR were labelled by
biotinylation, puriﬁed and analysed by Western blotting (7% gel electrophoresis). The
mature CFTR (170 kDa) band is observed and is stronger inWt-CFTR-expressing A549 cells
than in ΔF508-CFTR A549 cells. Non-transfected A549 cells which do not express CFTR
were used as negative controls and the same amount of protein was loaded in each lane.
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Fig. 10.Modulation of anxA5 expression inpolarized cells (CFBE41o−). (A) Example ofwestern blot (left panel) performed to assess the expression of actin and anxA5 in 16HBE14o− (1) and
in CFBE41o− cells (2–5). CFBE41o− cellswere transfectedwith either the control shRNA (2), the shRNAdirected against anxA5 (3), the control plasmid (4) and the cDNAencoding anxA5 (5).
The anxA5 expressionwas quantiﬁed (right panel) showing that the shRNA induced a signiﬁcant anxA5 decreased expressionwhereas a signiﬁcant anxA5 overexpressionwas observed in
the presence of the cDNA encoding anxA5. (B) SPQ experiments were performed in CFBE41o− cells and P (min−1) was calculated as described above. The cAMP-dependent halide ﬂuxwas
signiﬁcantly decreasedwhen anxA5 expressionwas inhibited and itwas increasedwhen anxA5was overexpressed. (C) Biotinylation experiments were performed as described above and
CFTRwas detectedby immunoblotting. In CFBE41o− cells transfectedwith the control cDNA, theCFTRproteinwasnot distinguished (1)whereas itwas observed in the cells overexpressing
anxA5 (2). Immunoﬂuorescencewasperformed inCFBE41o−. In theCFBE41o− cellswhichwere transfectedwith theemptyvector, CFTRwasobservedmainlyaround thenuclei (left image).
In the CFBE41o− cells which were transfected with the cDNA encoding anxA5, a faint labelling in the membrane was observed (right image).
Fig. 9. Cell surface detection of Wt-CFTR and ΔF508-CFTR in A549 cells by biotinylation, when anxA5 is overexpressed, with and without Tg. Biotinylation experiments and CFTR
detectionwere performed.When anxA5 is overexpressed, bothWt-CFTR andΔF508-CFTR are detected inmembrane proteins at a higher level when comparedwith the empty vector
transfected cells. The cell surface expression of Wt-CFTR and ΔF508-CFTR in A549 cells is further increased in the presence of Tg. A549 cells which did not express the CFTR proteins
(NT) were used as a negative controls.
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currents in CF. Because anxA1 is down-regulated in CF patients [45],
because annexin 2 belongs to the functional complex of CFTR [46], and
because anxA5 is overexpressed in CF epithelial cells from foetal
trachea [47], annexins are involved in CF. In a previous study we
identiﬁed anxA5 as a Ca2+-dependent partner of CFTR whose
expression was necessary for the CFTR membrane localization and
channel function [26]. This led us to investigate whether anxA5 has
any effect upon ΔF508 function or membrane localization.
The present study was performed in A549 cells, an immortalized
human airway epithelial cell line which is routinely used as a model of
pulmonary epithelium despite they are not polarized [26,48]. The cells
were stably transfected with the cDNA encoding the Wt-CFTR or
ΔF508-CFTR proteins. Functional studies, immunoﬂuorescent label-
ling and biotinylation assays showed that the Wt-CFTR was functional
at the cell surface, whereas a small fraction of functional ΔF508-CFTR
channels reached the cell surface, according to the previously
described cell model [26].
Because anxA5 expression is necessary for CFTR function and
because anxA5 interacts with the both the normal and mutated CFTR,
we hypothesized that anxA5 could also regulate the function and
membrane localization of ΔF508-CFTR. To test this hypothesis, we
modulated anxA5 expression in both Wt-CFTR- and ΔF508-CFTR-
expressing cells. The results showed that the decreased anxA5
expression reduced the Cl− channel activities of both Wt and ΔF508-
CFTR channels whereas they were increased when anxA5 was
overexpressed. Nevertheless, these experiments did not show
whether anxA5 regulates the channel activity or the plasma
membrane expression of CFTR. Therefore, its cell surface expression
was analysed. Our results show that anxA5 underexpression decreases
the cell surface localization of both normal and mutated channels and
that its overexpression increases it, suggesting that the membrane
expression of CFTR in polarized and non-polarized cells depends on
anxA5 expression. These data led us to hypothesize that anxA5 might
be involved in the regulation of the CFTR trafﬁcking or in its stability in
the plasma membrane. Indeed, annexins are involved in membrane
organization, membrane trafﬁcking and membrane-cytoskeleton-
linkage [49]. Furthermore, the main property of anxA5 is to bind to
negatively charged phospholipids of the plasma membrane and to the
membranes of the biosynthetic or endocytic pathway, in a Ca2+-
dependent manner [32]. Therefore, because anxA5 binds to both Wt
and ΔF508-CFTR and increases their cell surface expression and
because annexins are involved in membrane trafﬁcking, we hypothe-
size that anxA5 might regulate CFTR trafﬁcking to the cell surface.
Because anxA5 is a non-membrane-aggregating annexin [50], we
speculate that it is involved in the stability of CFTR in the plasma
membrane rather than in the trafﬁcking process. Moreover, because
anxA5 is involved in the stabilization of the membranes [51], because
it binds to the membranes and to actin, because it regulates the
function and the distribution of membrane glycoproteins [52] and
because CFTR binds to actin [53], we suggest that anxA5 belongs to the
three-dimensional network that might stabilize the mutated CFTR at
the cell surface increasing its half-life in the plasma membrane. This
could explain why the cell surface expression of both Wt-CFTR and
ΔF508-CFTR depends on anxA5 expression. The ﬁndings that
increased anxA5 expression leads to the transport of ΔF508-CFTR to
the plasmamembrane seem in contradictionwith the results showing
an increased anxA5 expression in fetal CF cells. Nevertheless, the
expression of CFTR-speciﬁc mRNA is approximately 75-fold greater in
the fetal lung than in the adult lung and anxA5 accumulates almost
linearly from birth to adulthood. Because anxA5 expression tends to
be higher in CF cells, our hypothesis that it may in act upon the
constitutive internalization and recycling of CFTR.
Since the anxA5–CFTR interaction and the anxA5 relocalization to
the plasma membrane both depend on [Ca2+]i, we hypothesized that
increasing the [Ca2+]i might help to maintain the cell surface
expression of both Wt and ΔF508-CFTR. This was tested using Tg,
the most widely used SERCA inhibitor, which increases the [Ca2+]i by
mobilizing the sequestered ER calcium stores. Furthermore, Tg
induced the redistribution of the ΔF508-CFTR from the ER to the
apical membrane [19,35] by disrupting the interaction between the
newly synthesized CFTR and calnexin, a Ca2+-dependent chaperone
protein involved in ΔF508-CFTR retention in the ER. We suggest that
anxA5 could be involved in the positive effect of Tg hitherto only
attributed to the disruption of the calnexin–ΔF508-CFTR interaction.
In the present study, we demonstrate that Tg increases the cell
surface expression of both Wt and the mutated CFTR in A549 cells.
However, this effect was decreased when anxA5 expression was
reduced, but was not totally abolished. This indicates that the positive
effect of Tg involves anxA5. Because Tg does not induce increased
anxA5 expression, this effect is likely due to the previously described
relocalization of anxA5 to the membrane when [Ca2+]i is increased.
In conclusion, because anxA5–CFTR, anxA5–membrane and
anxA5–actin interactions are regulated by [Ca2+]i, we suggest that
the increased [Ca2+]i induced by Tg might enhance the formation of
the three-dimensional network. So, enhancement of anxA5 expres-
sion may increase the presence of the mutated CFTR protein in the
plasma membrane where it exhibits some Cl− channel functions.
This study shows for the ﬁrst time that anxA5, which interacts with
the NBD1 of the CFTR [26], regulates the cell surface expression of
both theWt and the mutated CFTR by increasing their presence in the
plasma membrane in polarized and in non-polarized cells. We show
that an increased [Ca2+]i induces an increased anxA5 effect upon CFTR
function. Therefore we propose a synergic and Ca2+-dependent effect
between Tg and anxA5. This positive effect of anxA5 has now to be
taken into account when drugs such as Tg are used in order to restore
the function of a mutated protein which is released from the ER.
Furthermore, we propose that increased anxA5 expression in vivo
might partially correct the altered Cl− channel in CF.
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3. Mise en place du projet de recherche
 
 Bien que cela fut longuement discuté, des études récentes démontrent une nouvelle fois 
l’expression du canal CFTR dans la membrane apicale de cellules épithéliales (nasales et 
bronchiques) issues de patients homozygotes pour la mutation F508del (Borthwick et al., 2011, van 
Meegen et al., 2013). Certains auteurs précisent néanmoins qu’il y serait présent en plus faible 
quantité du fait de sa stabilité réduite (Borthwick et al., 2011). La mise en place du contrôle de qualité 
des protéines à la membrane plasmique pourra conduire à la reconnaissance de ces protéines 
mutées et à leur adressage vers la voie de dégradation lysosomale, limitant ainsi leur temps de 
résidence dans la membrane apicale.  
 
 Considérant les différentes propriétés décrites pour l’AnxA5, nous proposons, à l’issue des 
travaux exposés précédemment, que cette protéine régule l’expression du CFTR (wt et F508del) 
inséré dans la membrane plasmique en y améliorant sa présence (Le Drévo et al., 2008). Impactant 
positivement la stabilité du CFTR à la surface cellulaire, l’interaction CFTR-AnxA5 influencerait in fine 
les sécrétions ioniques médiées par le canal CFTR. 
 
 L’AnxA5 apparaît donc comme une cible potentielle pour la correction de certains défauts 
engendrés par la mutation F508del. Une approche thérapeutique pourrait être l’identification de 
molécules capables d’élever son expression dans des cellules épithéliales exprimant le mutant 
F508del de la protéine CFTR, sans en affecter leur survie. C’est dans ce contexte que s’inscrit mon 
projet de recherche. D’après certaines données de la littérature, la gonadotropin-releasing hormone 
ou GnRH, une molécule utilisée en thérapeutique humaine depuis plus de 25 ans, se présente comme 
un candidat potentiel. 
4. La GnRH, un candidat potentiel pour augmenter l’expression de l’AnxA5 ?
 
 Plusieurs travaux font état d’un lien entre l’activation de la (des) voie(s) de signalisation 
associée(s) au RGnRH et une augmentation de l’expression de l’AnxA5 (ARNm et/ou protéine). Au vu 
de certaines propriétés présentées par l’AnxA5 (pouvoir inhibant sur les phospholipases et la PKC), 
l’équipe de T. Tanaka rapporte une possible implication de cette annexine dans l’effet anti-prolifératif 
de l’agoniste Buséréline (Shibata et al., 1997). Un traitement de la lignée cellulaire humaine HHUA 
(dérivée de cancer de l’endomètre) avec l’agoniste à 10-5 mol/l (M) conduit à une augmentation de la 
concentration intracellulaire de l’AnxA5. Un pic est observé 48 heures après le début de la stimulation. 
Selon les auteurs, la synthèse protéique d’AnxA5 serait promue par l’activation de la PKC, laquelle fait 
suite à la liaison de la Buséréline sur le RGnRH (Shibata et al., 1997). L’utilisation d’activateurs et 
d’inhibiteurs de la PKC a permis de renforcer l’implication de cette kinase dans l’effet observé (Shibata 
et al., 1997). Une relation similaire est également décrite dans des cultures primaires de léiomyomes 
utérins humains (effet de l’agoniste GnRH observé au niveau de la concentration intracellulaire de 
l’AnxA5 et des transcrits) (Yamamoto et al., 2001). 
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 La GnRH est aussi connue pour stimuler l’expression de l’AnxA5 dans les cellules gonadotropes, 
comme en témoignent plusieurs travaux conduits par Kawaminami et collaborateurs. L’étude initiatrice 
date de 1998 et montre, chez la ratte, que l’expression de l’AnxA5 (transcrit et protéine) dans les 
cellules gonadotropes de l’hypophyse antérieure est significativement augmentée trois semaines 
après une ovariectomie (Kawaminami et al., 1998). Les auteurs préciseront plus tard que cette 
stimulation de la synthèse est liée à une élévation de la production de la GnRH (absence de 
rétrocontrôle négatif par les stéroïdes sexuels) (Kawaminami et al., 2002a). La même année, 
travaillant sur des cultures primaires de cellules d’hypophyse antérieure de rat, ils rapportent que 
l’expression de l’AnxA5 est directement contrôlée par la liaison de l’agoniste de la GnRH sur son 
récepteur, conduisant à l’activation de la PKC. La quantité de transcrits du gène AnxA5 (transcrits 
AnxA5) est augmentée dès une heure d’incubation avec l’agoniste, utilisé entre 10-7 M et 10-8 M. Cette 
élévation est maintenue pendant les 5 heures de traitement. Par ailleurs, les auteurs observent des 
effets similaires avec l’utilisation d’un activateur de la PKC, le TPA (phorbol 12-myristate 13-acetate), 
mais pas avec un activateur de l’AC, la Fsk (Kawaminami et al., 2002b). L’influence de la GnRH sur la 
synthèse de l’AnxA5 a également été rapportée dans les ovaires de rattes, plus précisément dans les 
cellules lutéales (Kawaminami et al., 2003), et dans les testicules de rats, au niveau des cellules de 
Leydig (Yao et Kawaminami, 2008). 
 
 La grande majorité des études mentionnées ci-dessus s’est particulièrement intéressée à la 
modulation de la synthèse de l’AnxA5 par la GnRH dans les gonadotropes et certaines cellules du 
tractus génital. Il semblerait que dans ces modèles, l’AnxA5 participe à la transduction du signal 
associé au RGnRH (en tant que molécule de signalisation), affectant in fine la synthèse et la sécrétion 
des gonadotropines, comme la LH, ou encore la stéroïdogenèse. Il a aussi été suggéré que dans les 
cellules gonadotropes, l’activation des MAPKs de type ERK, et en particulier ERK1/2, participait à la 
régulation de l’expression du gène codant l’AnxA5 (Kawaminami et al., 2008).  
 
 
 Un travail très intéressant mené par Kakar et collaborateurs met en lumière les multiples effets 
transcriptionnels engendrés par l’activation du RGnRH dans la lignée cellulaire gonadotrope de souris 
LET2. Ces dernières ont été stimulées par un agoniste de la GnRH à 100 nM pendant 1 et 24 heures, 
à la suite desquelles les ARN ont été extraits et préparés afin d’être hybridés sur une puce à ADN 
Affymetrix arborant près de 12400 sondes. Cette étude révèle que sur les 12400 gènes, près de 450 
(soit ~ 3.6 %) présentent des altérations de leur expression après une heure de traitement avec 
l’agoniste, dont 164 avec un fold change (FC) supérieur à 2 (pour revue : Kakar et al., 2004). Des 
gènes codant des facteurs de transcription et des protéines engagées dans des fonctions biologiques 
diverses telles que la communication et la signalisation cellulaire, le transport, la croissance cellulaire, 
le métabolisme ou encore l’apoptose, ont ainsi été identifiés. En cohérence avec les travaux cités 
précédemment, le gène codant l’AnxA5 montre une expression modifiée suite au traitement avec 
l’agoniste [FC < 2 (1 heure), FC ~ 3-4 (24 heures)]. Quelques gènes mis en exergue suite à l’étude sur 
puce à ADN ont également été validés par RT-PCR. Cette technique confirme l’augmentation des 
niveaux d’ARNm codant l’AnxA5 suite à une heure de traitement avec l’agoniste (~ + 4, par rapport 
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aux témoins négatifs). Par ailleurs, à la différence de nombreux gènes testés, l’élévation des transcrits 
AnxA5 se maintient dans le temps : 24 heures après le début de l’incubation, des niveaux d’ARNm 
équivalents à environ sept fois ceux retrouvés dans des cellules non stimulées sont encore observés 
(Kakar et al., 2003). 
 
 
Partie 2. Objectifs et déroulement de l’étude
 Considérant les différents travaux cités ci-dessus, la GnRH se présente donc comme une piste 
intéressante à explorer. Trois questions essentielles ont initialement été posées : i) le RGnRH est-il 
retrouvé dans nos différents modèles d’étude ?, ii) la GnRH permet-elle de moduler positivement 
l’expression de l’AnxA5 dans des cellules épithéliales issues des voies aériennes humaines (ce qui n’a 
jamais été étudié jusqu’à ce jour) ? et iii) si oui, cette augmentation impacte-t-elle les courants médiés 
par le canal CFTR et sa présence dans la membrane plasmique (comme cela a été observé lors des 
approches de surexpression avec le plasmide pcDNA3.1/AnxA5) ? 
 
 Dans un premier temps, il a fallu nous assurer que les modèles d’étude choisis présentaient bien 
une expression du RGnRH, nécessaire à la mise en place de la cascade de signalisation 
intracellulaire. Devant les résultats obtenus, l’étude s’est poursuivie par l’évaluation de la modulation 
de l’expression de l’AnxA5 suite au traitement de nos modèles cellulaires avec la GnRH, plus 
particulièrement au niveau protéique. 
 Suite aux observations faites pendant la première partie de ce travail, nous nous sommes 
intéressés, dans un deuxième temps, à l’effet de la GnRH sur les sécrétions ioniques dépendantes du 
canal CFTR et sa présence à la surface cellulaire. Ces expérimentations ont été conduites dans les 




 Les différents résultats obtenus au cours de cette étude seront présentés et discutés dans le 
prochain chapitre de ce manuscrit. Ils font l’objet d’un article actuellement en révision dans le journal 






































Article 2. Stimulation de cellules épithéliales bronchiques humaines par la GnRH : 





 La perte du résidu F508del va engendrer de nombreuses conséquences sur la protéine CFTR, 
lesquelles sont observées dès sa biosynthèse jusqu’à son comportement dans la membrane 
plasmique. Ces différentes anomalies sous-entendent le développement de plusieurs stratégies 
correctrices, dans le but de renverser efficacement le phénotype des patients homozygotes pour cette 
mutation. 
 
La protéine AnxA5 interagit directement avec NBD1. De plus, surexprimée, elle est capable 
d’améliorer significativement la présence du canal CFTR (wt et F508del) dans la membrane 
plasmique des cellules. Cette annexine apparaît donc être impliquée dans la modulation des 
sécrétions ioniques dépendantes du canal CFTR, probablement en favorisant sa stabilité à la surface 
cellulaire (Trouvé et al., 2007, Le Drévo et al., 2008). Ainsi, dans une optique d’application 
thérapeutique, une piste potentielle pourrait être l’identification de molécules capables d’augmenter 
l’expression intracellulaire de l’AnxA5. D’après certaines données de la littérature, la GnRH se 
présente comme une molécule candidate. Il a été choisi de la tester dans des cellules exprimant le 
mutant F508del de la protéine CFTR. 
 
 Débutée avec les lignées A549 (CFTR-wt et CFTR-F508del), l’étude s’est ensuite focalisée sur 
les lignées 16HBE14o- et CFBE41o-. Ces dernières expriment respectivement la version sauvage et 
la version mutée F508del du CFTR de manière endogène et sont couramment utilisées par les 
équipes de recherche travaillant sur la mucoviscidose. Dans un souci d’homogénéité génétique et de 
niveau d’expression de la protéine CFTR, les lignées CFBE41o-/wt et CFBE41o-/F508del ont 




 Ce travail a été initié par l’évaluation de l’expression du RGnRH dans nos différents modèles 
d’étude. Les techniques de RT-PCR et de Western blot nous ont permis de nous assurer de sa 
présence dans les lignées exprimant le CFTR-wt ainsi que celles exprimant le CFTR-F508del. 
L’expression basale de l’AnxA5, au niveau messager et protéique, a également été explorée, nous 
permettant de valider l’utilisation des quatre lignées cellulaires : 16HBE14o-, CFBE41o-, CFBE41o-/wt 
et CFBE41o-/F508del. 
 Afin d’évaluer l’impact d’une stimulation par la GnRH sur les niveaux intracellulaires de l’AnxA5, 
des cinétiques d’expression ont été mises en place dans nos différents modèles d’étude. Les cellules 
ont été incubées avec la GnRH à une concentration de 10-9M pendant 30, 60, 120, 180 et                    
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310 minutes. Une augmentation significative de l’expression intracellulaire de l’AnxA5 (protéine) a été 
observée après 60 minutes d’incubation avec l’hormone, pour tous les types cellulaires. Cette 
élévation, maintenue à un taux relativement stable pendant les 5 heures de traitement, rejoint ainsi les 
observations faites par Kawaminami et collaborateurs (Kawaminami et al., 2002b). 
 Les investigations se sont poursuivies en étudiant l’effet d’une stimulation par la GnRH sur les 
sécrétions ioniques dépendantes du CFTR. Pour cela, la technique des efflux d’iodure fut mise en 
œuvre grâce à une collaboration avec le Professeur Frédéric Becq et le Docteur Caroline Norez du 
Laboratoire Signalisation et Transports Ioniques Membranaires (STIM) à Poitiers. Une hausse 
significative de la sortie active des ions I- a été observée pour les cellules traitées avec la GnRH, 
comparativement aux cellules non stimulées. Cet impact sur le transport ionique médié par le CFTR a 
été montré dans les lignées exprimant la version mutée F508del de la protéine ainsi que dans celles 
en exprimant la version sauvage. Les techniques de biotinylation et d’immunocytochimie ont permis 
de corréler cette élévation de la sécrétion des ions I- à une augmentation de la quantité de canaux 




 A l’issue de ces travaux, nous pouvons donc apporter une réponse précise à deux des trois 
questions posées au début de l’étude : i) le RGnRH est exprimé dans des lignées cellulaires 
épithéliales issues des voies aériennes humaines, non dérivées de tumeurs et ii) une stimulation d’une 
heure par la GnRH à 1 nM conduit à une augmentation de l’expression intracellulaire de l’AnxA5, dans 
des cellules non-CF et CF.  
 Concernant le troisième axe de l’étude, nous montrons qu’un traitement avec la GnRH entraîne 
une augmentation de l’expression du canal CFTR (wt et F508del) à la surface cellulaire, laquelle 
aboutit à une élévation des sécrétions ioniques dépendantes du CFTR. Néanmoins, au vu de la 
multitude de voies de signalisation susceptibles d’être activées et de gènes pouvant être régulés suite 
à la liaison de la GnRH sur son récepteur, il est probable que l’augmentation de l’expression de 
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 Cystic fibrosis (CF), the most common autosomal recessive disease in Caucasians, is due to 
mutations in the CFTR gene. F508del, the most frequent mutation in patients, impairs CFTR protein 
folding and biosynthesis. The F508del-CFTR protein is retained in the endoplasmic reticulum (ER) and 
its traffic to the plasma membrane is altered. Nevertheless, if it reaches the cell surface, it exhibits a 
Cl- channel function despite a short half-life. Pharmacological treatments may target the F508del-
CFTR defect directly by binding to the mutant protein or indirectly by altering cellular proteostasis, and 
promote its plasma membrane targeting and stability. We previously showed that annexin A5 (AnxA5) 
directly binds to F508del-CFTR and, when overexpressed, promotes its membrane stability, leading to 
the restoration of some Cl- channel function in cells. Because Gonadotropin-Releasing Hormone 
(GnRH) increases AnxA5 expression in some cells, we tested it in CF cells. We showed that human 
epithelial cells express GnRH-receptors (GnRH-R) and that GnRH induces an AnxA5 overexpression 
and an increased Cl- channel function in F508del-CFTR cells, due to an increased stability of the 
protein in the membranes. 
 Beside the numerous physiological implications of the GnRH-R expression in epithelial cells, we 
propose that a topical use of GnRH is a potential treatment in CF.   
 
 
Keywords: Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator; Gonadotropin-Releasing 
Hormone; Annexin A5  
 
Abbreviations: Gonadotropin-Releasing Hormone, GnRH; Cystic Fibrosis, CF; annexin A5, AnxA5; 




 Cystic fibrosis (CF) is the most common autosomal recessive disease in Caucasians. It is caused 
by mutations in the gene encoding the cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) 
protein [1]. CFTR which is a member of the ATP-binding cassette (ABC) transporter superfamily, 
functions as an ion channel [1, 2]. It is mostly expressed in the apical membrane of epithelial cells and 
helps to maintain the fluid and electrolyte balance across the cell membrane. CFTR comprises two 
membrane-spanning domains (MSDs), two nucleotide-binding domains (NBDs) and a regulatory 
domain (RD). The CFTR protein undergoes a complex biosynthetic pathway in the endoplasmic 
reticulum (ER) in which molecular chaperones and co-chaperones are involved [3]. Wild-type CFTR 
(Wt-CFTR) biogenesis initiates in the ER where the protein is core-glycosylated, leading to an 
immature precursor form known as band B (~145 KDa). It further undergoes maturation and 
glycosylation through the Golgi, originating a complex mature form (band C, ~170-kDa) (4). Only 25% 
to 70% of the precursor Wt-CFTR matures, depending on the cell type [5]. The remaining part 
undergoes ubiquitination and degradation by the proteasomal pathway [6, 7]. In membranes, once 
phosphorylated by protein kinase A (PKA) in the R domain, CFTR functions as an ATP-gated chloride 
(Cl-) channel [8]. 
 Among the 1940 described mutations in the CFTR gene 
(http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/app), the deletion of phenylalanine at position 508 (F508del) is 
the most common one, associated with ~70% of CF alleles [9]. The F508del mutation causes a protein 
folding defect, the nascent protein beeing retained in the ER. As a result, most of the F508del-CFTR 
channels are degraded intracellularly and very little is targeted to the plasma membrane [10-13]. 
Nevertheless, in the plasma membrane it exhibits a Cl- channel activity despite an open probability 15 
times lower than that of Wt-CFTR [14-16]. Furthermore, the F508del-CFTR protein has a faster 
turnover at the cell surface than Wt-CFTR [17]. 
 In order to overcome the F508del-CFTR defects and provide a potential treatment for CF, 
potentiators aimed to correct the channel’s activity and correctors of the F508del-CFTR trafficking 
defect have been developed. Potentiators that increase the mutated CFTR’s channel activity when it is 
phosphorylated function via direct binding to modulate the NBDs dimerization or to increase ATP 
binding and hydrolysis [18-20]. Correctors may act indirectly or by a direct binding to F508del-CFTR. 
Indirect correctors such as 4-phenylbutyrate [21], glycerol [22], low temperature [23) and miglustat [24] 
act upon folding, ER retention, degradation and F508del-CFTR trafficking. To date, only few correctors 
that act specifically on F508del-CFTR by a direct binding and called pharmacological chaperones, are 
reported. These are VRT325, Corr4a, VRT532 and benzo[c]quinolizinium compounds [25-27]. Among 
potential proteins that bind to CFTR, we demonstrated that annexin A5 (AnxA5) binds directly to Wt- 
and F508del-CFTR when the channel is in the plasma membrane of cells. Indeed, we showed that 
AnxA5 is associated with the NBD1 of CFTR and using a siRNA and overexpression approach, we 
showed that CFTR’s channel function and membrane localization were dependent on AnxA5 
expression [28].  
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 Because our previous results showed that raised AnxA5 expression induced an augmented 
function of F508del-CFTR due to increased membrane localization [29], the aim of the present study 
was to highlight a mean to increase AnxA5 expression in F508del-CFTR expressing cells, using a 
drug with no side effect upon cell survival. Because it was previously showed that AnxA5 is 
synthesized in gonadotropes and in various cell types under the effect of gonadotropin-releasing 
hormone (GnRH) or some of its analogs, through mitogen activated protein kinase (MAPK), we tested 
the hypothesis that GnRH could increase AnxA5 expression in a human epithelial cell line and 
subsequently induce an increased F508del-CFTR function [30-32]. Using PCR, western blottings and 
iodide effluxes experiments, we show here that human epithelial cells express GnRH- receptors 
(GnRH-R) and that GnRH induces an AnxA5 overexpression and subsequently an increased Cl- 
channel function of F508del-CFTR, likely due to an increased localization of the protein in membranes. 
 In conclusion, we show here that human epithelial cells do express GnRH-R, which has 
numerous physiological implications. We also propose that a topical use of GnRH is a potential 
treatment for CF. 
2. Materials and methods
2.1. Cell culture
 
 The 16HBE14o- and the CFBE41o- airway epithelial cell lines were obtained from D.C. Gruenert 
[33, 34]. Cell culture media and supplements were purchased from Lonza (Basel, Switzerland) and 
PAA (Pasching, Austria). The transduced CFBE41o- cell lines (CFBE41o-/Wt and CFBE41o-/F508del) 
used in experiments were cultured as described previously [35, 36]. Cells were treated with 10-9 M 
synthetic GnRH ([Gly-OH10]-LH-RH) from Sigma-Aldrich (Saint-Louis, MO, USA) for 30, 60, 120, 180 
and 310 min.
2.2. Transfection
For GnRH-R overexpression and inhibition, cells were transfected using Lipofectamine 2000 (Life 
Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA), according to the manufacturer’s instructions, with 
either the human cDNA clone pCMV6-XL5/GNRH-R (OriGene Technologies Inc., Rockville, MD, USA) 
or the human GnRH-R siRNA (siGENOME individual duplex, 5’-GGAAUUUGGUAUUGGUUUG-3’) 
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). The scrambled control siRNA was siGENOME 
Non-Targeting (Thermo Fisher Scientific Inc.).
 
2.3. RNA Extraction and quantitative Real-Time PCR
Quantitative Real-Time PCR was performed to assess the basal GnRH-R and AnxA5 mRNA 
expression in cells and to study their modulation after GnRH treatment. Cultured medium was 
removed and cells were washed twice with phosphate-buffered saline (PBS). RNA was extracted 
using RNeasy Plus mini kit (QIAGEN, Mississauga, ON, Canada) according to the manufacturer’s 
instructions. Extracted RNA was eluted in RNase-free water and the concentration was determinated 
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using a nano-photometer (Implen GmbH, München, Germany). Relative quantification of the 
transcripts was assessed in a two steps format (RT and qPCR). Real-Time PCR was performed using 
a QuantiTect® SYBR® Green PCR kit (QIAGEN, Mississauga, ON, Canada), according to the 
manufacturer’s instructions. A Chromo 4 System (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA) 
was used to amplify cDNAs and detect emitted fluorescence. The following primers were used:   
GnRH-R (319pb), forward 5’-GACCTTGTCTGGAAAGATCC-3’ and reverse                               
5’-CAGGCTGATCACCACCATCA-3’; AnxA5 (149pb), forward                               
5’-TTCTCAGAGGCACTGTGACTGACT-3’ and reverse 5’-GATTTCCTGGCGCTGAGCATTACT-3’; 
G3PDH (121pb), forward 5’-CCCATGTTCGTCATGGGTGTGAAC-3’ and reverse                               
5’-CAAAGTTGTCATGGATGACCTTGGC-3’. Reactions were carried out with the following 
parameters: enzyme activation at 95°C for 15 min, denaturation at 95°C for 30 sec, annealing at 57°C 
for 30 sec, extension at 72°C for 30 sec and a final extension at 72°C for 10 min. 30 and 35 cycles 
were used for AnxA5 and GnRH-R, respectively. For negative controls (NTC), cDNA was replaced by 
sterile RNase free water. Poly-A+ mRNA from human breast adenocarcinoma (MCF 7 cells) and           
Poly-A+ mRNA from human pituitary gland (both from Clontech, Member of Takara Bio Inc., Shigan, 
Japan) were used as positive controls.
2.4. Protein extraction and Western blot analysis
Untreated cells and GnRH treated cells were washed twice with cold PBS and were lyzed in 
RIPA buffer (25 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 % Triton X-100, 1 % Na-Deoxycholate, 0.1 % SDS, 10 mM 
iodoacetamide, 100 µM PMSF; pH 7.5) in the presence of Complete Protease Inhibitor Cocktail 
(Roche, Basel, Switzerland). Total protein concentrations were determined using Lowry’s methodology 
using bovine serum albumin as a standard [37]. Samples were resolved by SDS-PAGE (7.5 to 10 %) 
and transferred onto a PVDF membrane (GE Healthcare, Chalfont St Giles, UK). After blotting, 
membranes were blocked with 5 % (w/v) non-fat dried skimmed milk in PBS-0.1 %Tween 20 or TBST 
(Tris-buffered saline plus 0.1 % Tween 20). Blots were probed overnight at 4°C with mouse 
monoclonal antibody anti-GnRH-R (1:150, LH-RH Receptor Ab-3, clone GNRH03, MM France, 
Francheville, France) or goat polyclonal antibody anti-AnxA5 (1:400, clone R-20, Santa Cruz 
Biotechnology, CA, USA). Blots were further incubated with HRP-conjugated secondary antibodies 
[1:20000, anti-mouse and anti-goat secondary antibody were from Santa Cruz Biotechnology and 
Abcam (Cambridge, UK), respectively] and visualized by enhanced chemiluminescence. ECL Plus and 
Forte chemiluminescence detection kits were from GE Healthcare and Merk Millipore (Billerica, MA, 
USA), respectively. The relative intensity of each band was estimated by densitometry using BIO-1D 
software (BioRad). Each value was normalized to the amount of G3PDH in the same lane which was 
assessed on the same immunoblots probed with mouse monoclonal antibody anti-G3PDH (1:30000, 
clone 6C5, Interchim SA, Montluçon, France). Positive controls for GnRH-R and AnxA5 were a whole 
cell lysates of human breast duct carcinoma (T-47D, Tebu-Bio, Le-Perray-en-Yvelines, France) and 
pure AnxA5 from human placenta (33KD, Sigma-Aldrich), respectively.
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2.5. Iodide effluxes experiments
Cells were cultured in 24-well microplates for 3 to 7days. Confluent monolayers were used, and 
iodide effluxes were assayed as previously described [38]. Briefly, the F508del-CFTR Cl– channel 
activity was assayed by measuring the rate of iodide (125I) efflux from cells and time-dependent rates 
of 125I efflux were calculated from the following: ln (125I t1/125It2)/(t1 – t2), where 125It is the intracellular 
125I at time t, and t1 and t2 successive time points. Curves were constructed by plotting rates of 125I 
versus time. All comparisons were based on maximal values for the time-dependent rates (k = peak 
rates, min–1), excluding the points used to establish the baseline (k peak-k basal, min–1). Activators 
were included in the efflux buffer from time 3 min, and collection continued at 1-min intervals for an 
additional 7 min in the continued presence of tested compounds (for other details, [38]). To test the 
effect of GnRH exposure on halide permeability, CF and non-CF cells monolayers were incubated with 
0.1 to 100 nM GnRH for 1 h before the efflux experiment.
 
2.6. Cell surface biotinylation
 Cells were grown in serum-free medium overnight before GnRH incubation. Culture medium was 
then removed and cells were washed three times with PBS plus 0.1 mM CaCl2 and 1 mM MgCl2          
(pH 7.4) and once with PBS (pH 8). Cells were exposed to sulfo-NHS-SS-biotin for 30 min on ice, 
rinsed twice with BSA quenching buffer (1 % BSA in PBS, pH 7.4) and incubated 10 min in the same 
buffer. Cells were scraped in PBS, pH 7.4 and centrifuged at 2400 rpm (6 min, 4°C). Cell pellets were 
suspended in RIPA buffer plus anti-proteases and incubated for 30 min on ice. The resulting lysates 
were centrifuged at 16000 g for 15 min at 4°C and total cellular protein content was determined using 
Lowry’s method. The supernatants were incubated with streptavidin beads (Novagen/EMD Chemicals, 
Madison, WI, USA) overnight at 4°C. After a brief centrifugation, supernatants were removed and the 
beads were washed four times in RIPA. Biotinylated proteins were eluted from streptavidin beads 
using 5X sample buffer containing 2-mercaptoethanol to cleave the NHS-SS-biotin and western blots 
were probed overnight at 4°C with a mouse monoclonal anti-CFTR antibody (1:500, clone M3A7, Merk 
Millipore). For normalization, Na+/K+-ATPase expression was assessed on the same blots probed with 
a mouse monoclonal antibody (1:200, clone 9-A5, Santa Cruz Biotechnology). A positive control was 
used to assess the mature band of CFTR (T84, human colorectal carcinoma whole cell lysate). 
 
2.7. Confocal microscopy
CFBE41o-/Wt  and CFBE41o-/F508del cells were plated on 18-mm diameter glass coverslips at 
low density and maintained in culture at 37°C for 24 to 48 h before exposure to GnRH. Cells were 
rinsed in TBS, fixed (3 % paraformaldehyde in TBS, 20 min, room temperature), rinsed in TBS, 
permeabilized (0.10 % Triton X-100 in TBS) and rinsed again. The samples were then stained by 
indirect immunofluorescence. After fixation, non-specific sites were blocked with 0.5 % bovine serum 
albumin (BSA) in TBS (60 min at room temperature). The cells were then stained with primary 
antibody (anti-CFTR antibody 24-1, 1:50, RD Systems, Minneapolis, MN, USA) for 90 min at room 
temperature and rinsed four times in TBS containing 0.5 % BSA. Next, samples were incubated with 
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the goat anti-mouse secondary antibody conjugated to Cy3 (1:400, Jackson Immunoresearch 
Laboratories, West Grove, PA, USA) for 60 min at room temperature. After final washes, samples 
were mounted in VectaShield plus DAPI (VECTOR Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA), dried, 
and viewed with a confocal laser-scanning microscope (LSM 780, Axio Observer, Plan-Apochromat 




Results are expressed as the means ± S.E.M of n observations. Data were compared using the 
Student’s t test analysis with STATGRAPHICS version 4.1 (SIGMA PLUS, Levallois-Perret, France) 
and differences were considered statistically significant when p < 0.001 (***); p < 0.01 (**) and                  
p < 0.05 (*).
3. Results
3.1. Basal expression of GnRH-R 
Basal mRNA and protein expression of GnRH-R was assessed in 16HBE14o-, CFBE41o-, 
CFBE41o-/Wt and CFBE41o-/F508del cells. As shown in Fig.1A, a single PCR band for GnRH-R       
(319 bp) was observed in the four cell lines whereas no signal was observed in the negative control. 
cDNAs from human pituitary gland and human MCF7 cell line (breast adenocarcinoma) were used as 
positive controls. The mRNA expression of G3PDH (121 bp) in the same samples showed no variation 
of the signal intensity. The mRNA expression of GnRH-R was quantified (Fig.1B). Because the genetic 
background is only comparable between CFBE41o-/Wt and CFBE41o-/F508del cells, statistical 
analysis was only performed for these cells and a higher mRNA expression was observed in 
CFBE41o-/F508del cells. Western blots were performed to detect GnRH-R (64 kDa) and G3PDH           
(37 kDa) in the cell lines (Fig.1 C), using a whole cell lysate of human breast duct carcinoma (T -47D) 
as a control. The results indicate that the GnRH-R is present in all the samples. The densitometric 
analysis of the signals (Fig.1 D) did not show any difference between CFBE41o-/Wt and               
CFBE41o-/F508del cells.
To assess the GnRH-R antibody’s specificity, the GnRH-R’s expression was modulated before 
immunodetection. First, 16HBE14o-, CFBE41o- cells were transfected with a GnRH-R expression 
vector in which the cDNA encoding GnRH-R was ligated. As shown in Fig. 2A, the immunoblots 
indicated that the transfection induced an increased expression of the receptor. The control cells were 
transfected with the empty vector and G3PDH was detected for further normalization. The quantitative 
analysis of the blots (Fig. 2B) showed that the transfection of the expression vector induced an 
increased expression of GnRH-R of 70% and 44% in 16HBE14o-, CFBE41o- cells, respectively, when 
compared to the control cells. Second, a siRNA directed against GnRH-R was used and a decreased 
expression of the protein was observed in both cell types (Fig. 2C). The quantitative analysis of the 
blots (Fig. 2D) showed that the siRNA induced an decrease expression of GnRH-R of 64% and 65% in 
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16HBE14o-, CFBE41o- cells, respectively, when compared to the control cells which were transfected 
with a scrambled siRNA. 
 
 3.2. Basal expression of AnxA5
Basal mRNA and protein expression of AnxA5 was assessed in 16HBE14o-, CFBE41o-, 
CFBE41o-/Wt and CFBE41o-/F508del cells. As shown in Fig. 3A, AnxA5 mRNA (149 bp) was detected 
in all cell lines whereas, no signal was observed in the negative control. The gene expression of 
AnxA5 was quantified in cells using Real-Time PCR. Analysis of the data (Fig. 3B) between             
CFBE41o-/Wt and CFBE41o-/F508del cells showed a higher expression in the cells expressing the 
mutated CFTR. AnxA5 expression was further assessed by western blottings (Fig. 3C). The statistical 
analysis (Fig. 3D) indicated that AnxA5 expression does not vary within cell lines. Nevertheless, the 
amount of AnxA5 protein tended to be higher in CFBE41o-/Wt and CFBE41o-/F508del cells than in 
16HBE14o- or CFBE41o- cells.
 
3.3. AnxA5 expression in cells submitted to GnRH treatment for 60 min. 
 
 In order to determine whether GnRH modulates AnxA5 expression and to determine the shortest 
time to be used for GnRH treatment, 16HBE14o-, CFBE41o-, CFBE41o-/Wt and CFBE41o-/F508del 
cells were treated with 10-9 M GnRH for 30, 60, 120, 180 and 310 min (not shown). At each time point, 
the protein expression of AnxA5 was evaluated and normalized with that of G3PDH. The AnxA5 
expression was compared to that of cells incubated with buffer alone used as a control. Fig. 4A shows 
an example of the obtained western blots at the 60 min time point. An increased intensity of the AnxA5 
band was observed in all cell types. Densitometry of the bands, normalization using G3PDH and 
quantification were performed (Fig. 4B). It was concluded that a 60 min treatment led to a significant 
increase of AnxA5 expression in the four cell types. 
 
3.4. Increased endogenous F508del-CFTR’s function by GnRH treatment
To test the activity of CFTR channels under GnRH treatment in 16HBE14o-, CFBE41o-, 
CFBE41o-/Wt and CFBE41o_/F508del cells, functional analysis was performed by measuring the 
cAMP regulated and CFTR-dependent iodide efflux after 1 h incubation at 37° C with GnRH (10-9 M). 
The activity of CFTR was stimulated by a mixture of adenylate cyclase activator forskolin (Fsk, 10 µM) 
plus isoflavone genistein (Gst, 30 µM) or inhibited by the thiazolidinone specific CFTR blocker 
CFTRinh-172 (10 µM). Example of mean traces showing an increased iodide efflux in 16HBE14o- 
cells, untreated or treated with GnRH is shown in Fig. 5A. This example shows that after adding 
Fsk/Gst, the rate of iodide efflux increased at a maximum rate (peak value) after 4 min and that the 
peak was higher in the presence of GnRH. Experiments were conducted for all cell types and the 
results are represented as bar graphs in Fig. 5B. Statistical analysis indicated that in the presence of 
GnRH, the rates of iodide efflux were significantly increased in 16HBE14o-, CFBE41o-, CFBE41o-/Wt 
and CFBE41o-/F508del cells when compared to untreated cells, indicating that CFTR and              
F508del-CFTR’s function are increased by GnRH. The concentration-response effect of GnRH was 
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further determined in the presence or absence of Fsk and Gst (Fig. 6). Calculated an EC50 in 
16HBE14o-, CFBE41o-, CFBE41o-/Wt and CFBE41o-/F508del cells were 0.6±1.4 nM, 0.8±1.2 nM, 
0.9±1.3 nM and 2.2±1.4 nM, respectively.
 
3.5. Increased membrane expression of CFTR after GnRH treatment
The presence of CFTR within membranes after 1 hour treatment by GnRH was assessd by 
biotinylation experiments. Cells were biotinylated with Sulfo-NHS-SS-biotin, pulled-down with 
streptavidin-agarose and subjected to 7.5% SDS-PAGE. Total cell lysates were used as inputs. 
Representative immunoblots showing the detection of CFTR in biotinylated surface proteins from 
16HBE14o- and CFBE41o-/Wt cells are shown in Fig. 7A and 7B, respectively. CFTR was present in 
total lysates and in pulled down samples. The densitometric analysis of CFTR’s cell surface 
expression was performed and normalized with the biotinylated Na+/K+-ATPase level. The statistical 
analysis clearly indicates that the amount of biotinylated CFTR is higher after GnRH treated cells         
(Fig. 7C). An increased amount of CFTR in membranes of 33 and 36 % was observed in 16HBE14o- 
and CFBE41o-/Wt cells, respectively. Whereas CFTR was detected in inputs, we failed to detect it in 
biotinylated surface proteins from CFBE41o- and CFBE41o-/F508del cells (not shown). 
 
3.6. Increased membrane localization of CFTR after GnRH treatment 
 Because we failed to detect CFTR in CFBE41o- and CFBE41o-/F508del cells due to the poor 
expression of the protein, membrane localization of CFTR in CFBE41o-/F508del cells was assessed 
by confocal microscopy, in the absence (Fig. 8A) and in the presence (Fig. 8B) of a GnRH treatment 
(120 min). Without any treatment, CFTR was mainly observed around the nuclei of the cells, likely in 
the ER. When cell were treated with GnRH, CFTR had a more spread localization and it was observed 
in the plasma membrane of the cells, as shown in Fig. 8B by white arrows. Controls performed without 
CFTR antibody showed no labelling (not shown). 
 
3.7. Comparison of the effect of miglustat and GnRH
 The time-dependent effects of miglustat and GnRH were assessed and compared in CFBE41o- 
and CFBE41o-/F508del cells (Fig. 9). CFTR’s function was assessed by the iodide effluxes technique 
in the presence of 1 nM GnRH or 100 µM miglustat. As shown in Fig. 9A, miglustat induced an 
increased iodide efflux in CFBE41o- cells after 1 hour treatment. The increase was higher at the           
2 hours time point. GnRH also induced an increased iodide efflux but the effect was lower, but 
significant, and did not increase after 2 hours of treatment. In CFBE41o-/F508del cells (Fig. 9B), the 
same time-dependent effect as in CFBE41o- cells was observed.
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4. Discussion
The most common mutation causing CF, F508del-CFTR, is known for more than 20 years [1]. 
The F508del-CFTR nascent protein is recognized by the cellular quality control machinery and is 
degraded. A very small amount succeeds in trafficking to the cell membrane where it functions as a Cl- 
channel. Many efforts were performed in order to identify molecules that could correct the trafficking 
defect. Indeed, it is estimated that the required correction to ameliorate the symptoms in CF patients is 
between 10% and 30% of wild-type CFTR function [39, 40]. 
Among proteins that directly bind to CFTR, we previously showed that AnxA5 binds to NBD1 and, 
when over expressed, may restore some Cl- channel function due to an increased stabilization of 
CFTR in membranes [28, 29]. AnxA5 belongs to the annexin family which is characterized by           
calcium-dependent phospholipid binding. Annexins are found in a wide variety of species, from plants 
to human [41-43]. They are known to inhibit PLA2, PKC, and blood coagulation [41]. Under specific 
conditions, AnxA5 can also form a calcium channel [44]. Despite these molecular characteristics, their 
physiological role within cells remains unclear.
Whereas the CFTR-AnxA5 interaction as well as the augmented Wt-CFTR whole-cell currents, 
due to over-expression of AnxA5, was further confirmed, it was not seen in F508del-CFTR expressing 
cells [45]. The given explanation for this discrepancy with our previous results and within the referred 
study is likely due to the different cell systems that were used. These authors suspect that AnxA5 does 
not interact specifically with CFTR. This discrepancy is likely due to the use of a non specific AnxA5 
antibody [45]. Because it is suggested that some CFTR is expressed at the apical membrane in 
epithelial cells from CF patients [46], despite a reduced level when compared to non-CF cells, and 
because we found a positive effect of AnxA5, our aim was to highlight a non toxic mean to increase 
AnxA5 expression in F508del-CFTR expressing cells. Some previous results clearly demonstrate that 
GnRH stimulation induces the expression of AnxA5 in the gonadotropes, luteal cells and other cell 
types [30-32]. Therefore, we tested the hypothesis of an AnxA5 increased synthesis in response to 
GnRH stimulation in human epithelial cells of the airways.
GnRH is secreted by GnRH neurons in the hypothalamus and is transported to the gonadotropes 
of the anterior pituitary gland. It is a decapeptide involved in the control of reproduction and binds to a 
specific G protein-coupled receptor to allow gonadotropin secretion. GnRH and its receptor are 
reported to be expressed in human tissues outside of the hypothalamus, such as liver, heart, skeletal 
muscle and kidney where its functions are unclear [47]. 
The first step of the present work was to assess the expression of GnRH-R and AnxA5 in human 
epithelial cells (Fig. 1 to 3). 16HBE14 o-, CFBE41o- and the transduced CFBE41o- airway epithelial 
cell lines CFBE41o-/Wt and CFBE41o-/F508del were used [35]. Using PCR and western blottings, we 
observed an AnxA5 and GnRH-R expression in these cells. Because the genetic background of 
16HBE14o-, CFBE41o- cells are different, their GnRH-R expression was not compared. The GnRH-R 
expression (protein) did not vary between CFBE41o-/Wt and CFBE41o-/F508del cells. Because          
anti-GnRH-R antibodies are debated, we decided to assure us of the results. For this, GnRH-R 
expression was modulated (increased and decreased) before immunodetection and we showed that 
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the observed band was indeed GnRH-R. The GnRH-R expression in airway epithelial cells is in 
accordance with previous results showing its expression in extrapituitary tissues. A high expression 
level of the mRNA was found in prostate, thymus, and kidney. In heart, brain, placenta, lung, liver, 
skeletal muscle, pancreas, colon, ovary, small intestine, spleen, and testis the mRNA was also 
detected [48]. The presence and localization of GnRH-R in airway epithelial cells (Calu-3) was also 
shown using immunochemical methods [49]. Here, we present for the first time the GnRH-R 
expression in 16HBE14 o-, CFBE41o- and the transduced CFBE41o- airway epithelial cell lines, using 
immunoblots. AnxA5 expression was studied in our cell models at the mRNA and protein level and we 
found that it is also expressed. This result is in accordance with previous results [50]. Therefore, 
GnRH-R and AnxA5 expression being shown, further experiments were conducted.
The second step of the work was to study AnxA5 expression under GnRH treatment and the 
effect of the hormone on the function of CFTR (Fig. 4 to 6).  The four cell types were treated with 
GnRH (10-9 M) for 30, 60, 120, 180 and 310 min (not shown) and western-blottings were performed.        
A significant increased AnxA5 expression was observed at the 60 min time point and remained stable 
until 310 min. This increased expression of AnxA5 under GnRH treatment was previously described. 
Indeed, a continuous exposure to GnRH driving a specific gene expression of AnxA5 without 
desensitization was reported [32]. Nevertheless, our further experiments were conducted at 60 min of 
GnRH treatment, corresponding to a significant increased AnxA5 expression in 16HBE14o-, CFBE41o-
, CFBE41o-/Wt and CFBE41o-/F508del cells. Functional analysis was performed by measuring the 
CFTR-dependent iodide efflux in the absence and in the presence of GnRH. Statistical analysis 
indicated that with GnRH, the rates of iodide efflux were significantly increased in 16HBE14o-, 
CFBE41o-, CFBE41o-/Wt and CFBE41o-/F508del cells when compared to untreated cells. EC50 were 
relatively low (2.2 nM in CFBE41o-/F508del cells).
 Our third step was to give some potential explanations to the observed increased Cl- channel 
function of CFTR in the presence of GnRH. We assessed a possible increased anchoring of CFTR 
within membranes by biotinylation and confocal microscopy (Fig. 7, 8). According to our previous work 
[28, 29], we found that the presence of F508del-CFTR was increased in membranes. Due to the 
pleiotropic effects of GnRH, we hypothesize that the increased AnxA5 expression in likely not the only 
reason for this effect. Indeed, the expression of AnxA5 is directly stimulated by GnRH, probably 
through protein kinase C, MAKP and calcium pathways which are also involved in the regulation and 
in the targeting of CFTR in membranes [30-32, 38, 51-53]. The involved pathways explaining the 
increased membrane localization of F508del-CFTR when cells are stimulated by GnRH, as well as the 
involvement of calcium are under investigation in our laboratory. Interestingly, the rapid and sustained 
action of GnRH seems different of the action of correctors or potentiators. We found of interest to 
compare the action of the well known corrector miglustat [24] with that of GnRH (Fig. 9). Time 
dependant effects of miglustat and GnRH were different. Whereas, miglustat induced a continuous 
increased iodide efflux until 2 hours, the GnRH effect observed at the 1 hour time point remained 
stable until the 2 hours. This observation permit to say that actions are likely different and reinforce the 
hypothesis that GnRH does not act as a corrector. Miglustat permits F508del-CFTR to escape the ER 
whereas GnRH maintains it in membranes. The association of both miglustat and GnRH will be further 
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explored in primary cultures.  
 In conclusion, we show here for the first time that GnRH-R are expressed in the used airway 
epithelial cells at the protein level and we propose that GnRH restores some Cl- channel function in CF 
cells. Because some GnRH analogs such as leuprolide, buserelin and goserelin are already used in 
medical practice as nasal sprays, we intend to test these medications in human primary cells. 
Nevertheless, due to some side effects, we believe that their use would be restrained to short 
treatments, under medical supervision.
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Legends to the figures
 
Figure 1. Basal mRNA and protein expression of GnRH-R.
A. The upper left panel shows representative PCR bands for GnRH-R (319 bp) after separation (2% 
agarose gel). A single band is observed in 16HBE14o- (lane 1), CFBE41o- (lane 2), CFBE41o-/Wt 
(lane 3) and CFBE41o-/F508del (lane 4) cells. No signal is observed in the negative control (lane 5). 
The upper right panel shows positive controls (lanes 1 and 2) for the detection of GnRH-R. cDNAs 
were from the human pituitary gland and the human MCF7cell line (breast adenocarcinoma), 
respectively. The mRNA expression of G3PDH (121 bp) is shown lower panel for the same samples. 
MW is the molecular weight given in base pairs (bp). B. The quantitative analysis (n=5) of the mRNA 
of GnRH-R. Ct is the Cycle Threshold. A hight Ct correspond to low mRNA abundance because more 
PCR cycles are needed to detect it.  Endogenous control has a lower Ct than the target mRNA. 
7KHUHIRUHDORZǻ&W &WJHQH– Ct control) correspond to high m RNA abundance C. Upper panel 
shows representative immunoblots of GnRH-R (64 kDa) and lower panel shows representative 
immunoblots of G3PDH (37 kDa,). A protein expression is observed in 16HBE14o- (lane 1), CFBE41o- 
(lane 2), CFBE41o-/Wt (lane 3) and CFBE41o-/F508del (lane 4) cells. A positive control (lane 5) was 
used for the detection of GnRH-R (human breast duct carcinoma (T-47D) whole cell lysate). G3PDH 
was used for further normalization. D. The densitometric analysis of GnRH-R expression (n=6) did not 
show any difference between cell lines.  
 
Figure 2. Validation of the detection of GnRH-R in immunoblots.
A. Representative immunoblots of GnRH-R detection (upper panel) after 48 h transfection with the 
Human cDNA clone pCMV6-XL5/GNRH-R in 16HBE14o- (1) and CFBE41o- (2) cells. pCMV6-XL5 
empty plasmid was used as a control. B. The densitometric analysis after normalization by G3PDH 
expression and comparison with the controls, indicate that the GnRH-R expression in significantly 
increased in 16HBE14o- (1) and CFBE41o- (2) cells (n=5) in the presence of the plasmid               
pCMV6-XL5/GNRH-R. C. Representative immunoblots of GnRH-R detection after 72 h transfection 
with a siGENOME individual duplex targeting GnRH-R in 16HBE14o- (1) and CFBE41o- (2) cells. 
siGENOME Non-Targeting was used as control. A decreased expression of GnRH-R is observed in 
both cell types. D. The densitometric analysis after normalization by G3PDH expression and 
comparison with the controls, indicate that the GnRH-R expression in significantly decreased in 
16HBE14o- (1) and CFBE41o- (2) cells (n=7) in the presence of siRNA. 
 
Figure 3. Basal mRNA and protein expression of AnxA5.
A. The left image shows representative PCR bands for AnxA5 (149 bp) and the right image shows 
representative PCR bands for G3PDH (121 bp, 2% agarose gel). A single band is observed in 
16HBE14o- (lane 1), CFBE41o- (lane 2), CFBE41o-/Wt (lane 3) and CFBE41o-/F508del (lane 4) cells. 
No signal is observed in the negative control (lane 5). MW is the molecular weight given in base pairs 
(bp). B. The gene expression of AnxA5 was determined by quantitative Real-Time PCR in each cell 
line and data were analyzed by using ¨ &WWDUJHW – reference). Comparison between CFBE41o-/Wt (3) 
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and CFBE41o-/F508del (4) cells show a higher expression in CF cells. C. The upper image shows a 
representative immunodetection of AnxA5 protein (35 kDa) and the lower image shows the 
immunodetection of G3PDH (37 kDa) protein expression in 16HBE14o- (lane 1), CFBE41o- (lane 2), 
CFBE41o-/Wt (lane 3) and CFBE41o-/F508del (lane 4) cells. Pure AnxA5 was used as a positive 
control (lane 5). G3PDH was detected to show that the loading was identical in each lane and for 
further normalization. D. Statistical analysis of AnxA5 expression (n=6) indicate that the expression of 
AnxA5 does not vary among cell lines although it tends to be higher in CFBE41o-/Wt (3) and 
CFBE41o-/F508del (4) cells than in 16HBE14o- (1) or CFBE41o- (2) cells.
Figure 4. AnxA5 expression when cells are treated for 60 min with GnRH.
A. Representative immunoblots showing AnxA5 and G3PDH expression in 16HBE14o- (1), CFBE41o-
(2), CFBE41o-/Wt (3) and CFBE41o-/F508del (4) cells after 60 min of treatment by GnRH (10-9M).           
An increased expression is observed in all cell types. B. Densitometric analysis of AnxA5 expression. 
Data are normalized by G3PDH. AnxA5 protein expression is presented as mean ± S.E.M                       
(7 independent experiments with n IRUHDFKH[SHULPHQW For each cell line, the statistical analysis 
was performed by comparing the normalized amount of AnxA5 between cells incubated with buffer 
alone (black bars adjusted to 1) and cells incubated with GnRH (white bars).
Figure 5. Activation of wild-type and F508del-CFTR chloride channel activity in cells treated by 
GnRH. A. Example of iodide efflux curves for 16HBE14o- cells untreated or treated 1 h with                
1 nM GnRH and stimulated by 10 µM forskolin and 30 µM genistein. B. Bar graph showing the 
enhancement of the chloride channel function of CFTR in 16HBE14o-, CFBE41o-, CFBE41o-/Wt and 
CFBE41o-/F508del cells (1, 2, 3 and 4, respectively) using iodide effluxes experiments. Histograms 
show the mean relative rate of iodide efflux in each cell type, with and without GnRH treatment. A 
significant increase is observed in the presence of GnRH (n=4).
Figure 6. Concentration-dependent effect of GnRH. Concentration-dependent enhancement of 
CFTR’s function by GnRH in 16HBE14o- (A), CFBE41o- (B), CFBE41o-/Wt (C) and CFBE41o-/F508del 
(D): CFTR activity was assessed with the iodide effluxes technique in the presence of forskoline            
(10 µM) plus genistein (30 µM) after 1h of incubation. Results are expressed as normalized means            
(± SEM, n=4). 
Figure 7. Membrane expression of CFTR after GnRH treatment. The presence of CFTR within 
membranes was detected by biotinylation experiments. A. Representative immunoblots showing the 
detection of CFTR in biotinylated surface proteins from 16HBE14o- cells. CFTR is present in total 
proteins (left) and in biotinylated surface proteins (right) after GnRH treatment (10-9M) for 60 min. The 
arrowheads indicate the fully glycosylated (180 kDa) CFTR. B. Same image as in A. with             
CFBE41o-/Wt cells. C. Histograms of the densitometric analysis of CFTR’s cell surface expression 
(n=4) in 16HBE14o- (1) and CFBE41o-/Wt (2) cells. The biotinylated CFTR level is normalized to the 
biotinylated Na+/K+-ATPase level. Cells incubated with buffer alone are referred as 1 arbitrary unit. 
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Figure 8. Immunolocalization of CFTR in CFBE41o-/F508del cells after GnRH treatment.                
A. Representative confocal photomicrographs of the localization of F508del-CFTR in cells without any 
treatment. CFTR is mostly observed around the nuclei, likely in the endoplasmic reticulum.                   
B. Representative confocal photomicrographs of the localization of F508del-CFTR in cells after GnRH 
treatment. CFTR is observed in the endoplasmic reticulum but also in membranes.  
 
Figure 9. Comparison of the effect of miglustat and GnRH. Comparison of the time-dependent 
effect of GnRH or miglustat upon F508del-CFTR function in CFBE41o- cells (A) and in               
CFBE41o-/F508del cells (B). CFTR activity was assessed with the iodide effluxes technique in the 
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Figure 49 (A-B) : Localisation du RGnRH dans les lignées cellulaires épithéliales bronchiques 
humaines 16HBE14o- et CFBE41o-
A. Observation en microscopie confocale du RGnRH (rouge) dans les lignées 16HBE14o- et CFBE41o- (images représentatives). Les deux
types cellulaires étudiés présentent un marquage diffus et plus accentué dans la région péri-nucléaire. Pour certaines cellules, un liséré (plus
ou moins fin) est également observé à la membrane plasmique (flèches blanches, B.)
Des contrôles, pour lesquels l’anticorps dirigé contre le RGnRH a été omis, ont également été réalisés (non montrés ici).
o conditions de marquage (RGnRH) : Ac Iaires (clone GNRH03, 1/200e) : incubation de 75 min à température ambiante, Ac IIaires (Cy3,
1/400e) : incubation de 60 min à température ambianteo appareillage, conditions d’observation : LSM 780, Axio Observer (Carl Zeiss GmbH), Plan-Apochromat 63X/1.40 oil (immersion)o logiciel d’exploitation : Zen 2011, blue edition
Ac : anticorps, GnRH : gonadotropin-releasing hormone, min : minute, RGnRH : récepteur de la GnRH
marquages réalisés au sein de l’Inserm UMR 1078, Brest (N.Benz)
 L’identification de molécules capables de corriger le défaut de repliement du CFTR-F508del ou 
d’affecter sa liaison avec certains protagonistes de l’ERQC, représente un enjeu considérable dans la 
recherche sur la mucoviscidose. Un nombre croissant d’études tendent cependant à montrer qu’en 
complément du réadressage du canal muté à la surface cellulaire, l’amélioration de sa stabilité dans la 
membrane plasmique et de son processus d’ouverture/fermeture représentent deux autres axes 
importants à considérer dans le développement de traitements efficaces pour les malades. 
 
 Des travaux effectués au sein de notre laboratoire ont identifié la protéine AnxA5 comme 
partenaire direct du canal CFTR (via NBD1) et établi un lien fonctionnel entre ces deux protéines 
(Trouvé et al, 2007, Le Drévo et al., 2008). L’AnxA5 présente différentes propriétés qui l’engagent 
dans le contrôle de la dynamique des membranes cellulaires : i) liaison Ca2+-dépendante aux 
phospholipides membranaires et à l’actine-F et ii) formation d’auto-assemblages supramoléculaires au 
niveau des bicouches lipidiques. Influençant la mobilité des protéines dans la membrane plasmique, 
l’AnxA5 pourrait alors être impliquée dans la régulation de l’expression du canal CFTR à la surface 
cellulaire. Cette protéine permettrait d’élever le temps de résidence de la version sauvage du CFTR et 
de la version mutée F508del ayant échappée à l’ERAD dans la membrane plasmique.  
 Aux termes de ces travaux, nous nous sommes orientés vers la recherche d’une stratégie visant 
à augmenter le niveau d’expression de l’AnxA5 dans des cellules épithéliales respiratoires CF, 
laquelle serait applicable d’un point de vue thérapeutique. Considérant les informations fournies par la 
littérature, notre choix s’est porté sur la GnRH. Cette molécule, utilisée en thérapeutique humaine 
depuis plus de 25 ans, est en effet connue pour stimuler l’expression de l’AnxA5 dans les cellules 
gonadotropes ainsi que dans différents types cellulaires issus du tractus génital. 
 
 La GnRH exerce son action via sa liaison sur son récepteur, le RGnRH, membre de la famille 
des RCPG. Il a donc fallu nous assurer, en premier lieu, de sa présence dans les quatre modèles 
d’étude choisis, à savoir les lignées 16HBE14o- et CFBE41o- (et ses dérivées : CFBE41o-/wt et 
CFBE41o-/F508del). Ces modèles sont issus d’un épithélium bronchique humain exprimant de 
manière endogène la forme sauvage (16HBE14o-) ou mutée F508del (CFBE41o-) de la protéine 
CFTR. 
 L’expression du RGnRH hors de l’hypophyse est aujourd’hui bien établie. Sa présence, 
généralement associée à celle de la GnRH, a été rapportée dans de nombreux sites                           
extra-hypophysaires (Tableaux VIII et IX, pour revue : Hapgood et al., 2005). Néanmoins, cela reste 
peu décrit dans le système respiratoire (Koushik et al., 2004, Sudaram et al., 2009b, Taratula et al., 
2011), notamment en ce qui concerne le tissu normal humain. À l’issue de nos travaux, nous 
rapportons la présence du RGnRH au niveau messager (RT-PCR) et protéique (Western blot) pour les 
quatre lignées considérées. Les techniques d’immunocytochimie et de biotinylation des protéines 
membranaires ont permis de vérifier sa présence à la surface cellulaire (Figures 49 et 50). La mise en 
évidence du RGnRH dans différents tissus respiratoires animaux sains [bovin et rat (Koushik et al., 
2004, Koushik et Kompella, 2004, Sundaram et al., 2009a)] et dans les lignées épithéliales 
bronchiques humaines 16HBE14o- et CFBE41o- laisse envisager des implications possibles du 













Figure 50 (A-B) : Étude de l’expression membranaire du RGnRH dans les lignées cellulaires 
épithéliales bronchiques humaines 16HBE14o- et CFBE41o- par biotinylation
A et B. Images représentatives de Western blot témoignant de la présence du RGnRH dans les lysats cellulaires totaux (A.) et à
la surface cellulaire (B.) des lignées 16HBE14o- (piste 1) et CFBE41o- (piste 2).
L’expression de la G3PDH est également évaluée, notamment dans les éluats, afin de s’assurer que seules les protéines membranaires
ont été biotinylées et récupérées lors de nos expérimentations (Alcolado et al., 2011). Sur les images présentées ici, la G3PDH est
retrouvée dans les éluats biotinylés (B.), suggérant leur contamination par des protéines intracellulaires. Toutefois, l’intensité des
bandes y est moindre, au regard de celle observée pour les lysats totaux (A.). Ainsi, il apparaît fort probable que la majorité des
protéines retrouvées dans les éluats biotinylés reflètent la population exprimée à la surface cellulaire des lignées 16HBE14o-
et CFBE41o-.
Ac : anticorps, GnRH : gonadotropin-releasing hormone, G3PDH : glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase, RGnRH : récepteur
de la GnRH
expériences de biotinylation réalisées au sein de l’Inserm UMR 1078, Brest (N.Benz)
A. B.
 L’étude protéique du RGnRH reste relativement discutée au sein de la communauté scientifique. 
Ceci s’explique par la faible spécificité des anticorps commerciaux. Ainsi, afin de valider le poids 
moléculaire de la bande d’intérêt identifiée lors de nos Western blot, des transfections cellulaires 
modulant l’expression du récepteur (pCMV6-XL5/GnRH-R et siRNA/GnRH-R) ont été effectuées en 
amont des immunodétections.  
 Suite à la validation de nos différents modèles d’étude, la modulation potentielle de l’expression 
de l’AnxA5 par la GnRH y a été évaluée. Nous montrons, pour la première fois, une augmentation 
significative de l’expression de l’AnxA5 dans des cellules épithéliales issues des voies aériennes 
humaines (non-CF et CF), suite à leur exposition à la GnRH. Cette augmentation, comprise entre 10 
et 20 % selon le type cellulaire considéré, est observée dès 60 minutes d’incubation avec l’hormone. 
 
 
 L’objectif que nous nous étions initialement fixé a donc été atteint. Une molécule capable de 
stimuler l’expression de l’AnxA5 dans des cellules épithéliales bronchiques humaines exprimant la 
protéine CFTR-F508del a été identifiée : la GnRH. Les investigations se sont alors poursuivies par 




 Ces mesures d’activité ont été réalisées en collaboration avec le Professeur Frédéric Becq et le                      
Docteur Caroline Norez du laboratoire STIM à Poitiers. La mise en œuvre de la technique des efflux 
d’iodure a permis de mettre en évidence plusieurs faits intéressants.  
 Premièrement, les cellules traitées pendant 60 minutes avec la GnRH à 1 nM présentent une 
hausse significative de la sortie active des ions I-. L’utilisation d’un inhibiteur du CFTR, le CFTRinh172, 
permet de garantir la spécificité des efflux d’iodure observés suite à l’ajout des activateurs (Gst/Fsk). 
Cette élévation du flux d’halogénures est rapportée pour les cellules exprimant le CFTR-F508del ainsi 
que pour celles exprimant le CFTR-wt. Les cellules CFBE41o- prétraitées avec la GnRH montrent une 
sortie active d’ions I- représentant environ 20 à 25 % de celle observée pour les cellules 16HBE14o- 
non stimulées. Les efflux d’iodure mesurés pour les cellules CFBE41o-/F508del incubées avec la 
GnRH représentent, quant à eux, 40 et 45 % de ceux observés pour les cellules CFBE41o-/wt non 
traitées. De manière similaire à ce qui a été fait dans le cadre de l’étude sur le miglustat (Norez et al., 
2009), des investigations sont actuellement en cours afin d’évaluer la durée pendant laquelle perdure 
l’effet de la GnRH. Celles-ci consistent à incuber les cellules exprimant le CFTR-F508del pendant               
60 minutes avec la GnRH, à la suite desquelles la molécule est retirée. L’activité du canal CFTR est 
alors mesurée dès l’arrêt du traitement puis toutes les 2 heures pendant 12 heures. 
 Deuxièmement, la réalisation d’une gamme GnRH a permis de déterminer la CE50 (concentration 
efficace 50, EC50). Ce paramètre important correspond à la concentration pour laquelle 50 % de l’effet 
maximal de l’hormone est observé. Cette dernière s’avère relativement faible, comprise entre 0.6 et 
2.2 nM. Par ailleurs, une augmentation maximale des efflux d’iodure est observée pour une 
stimulation à 10 nM, quelque soit le type cellulaire considéré. 
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 Enfin, l’amplitude des efflux d’iodure a été évalué dans les lignées CFBE41o- et                      
CFBE41o-/F508del suite à 1 heure et 2 heures d’incubation avec la GnRH (« time-dependence »). 
Ces expérimentations ont été menées en parallèle avec le correcteur miglustat utilisé à 100 µM. À la 
différence de la GnRH, pour laquelle aucune variation dans la sortie active des ions I- n’est observée, 
l’efflux rapporté suite à 2 heures de traitement avec le miglustat est plus important que celui mesuré 
après une heure d’incubation. Ces observations pourraient sous-entendre, pour cette condition de 
stimulation, des modes d’action différents entre les deux molécules. 
 
 Nous pouvons corréler cette hausse du transport ionique dépendant du CFTR avec une 
augmentation de l’expression membranaire du canal. En effet, suite à leur stimulation par la GnRH, 
les cellules présentent une quantité plus importante de canaux CFTR à la surface cellulaire. 
Rapportée pour les modèles exprimant le CFTR-wt, nous n’avons malheureusement pas réussi, via la 
technique de biotinylation des protéines membranaires, à mettre en évidence cette augmentation pour 
les lignées exprimant le mutant F508del de la protéine CFTR, en dépit des observations faites lors des 
expérimentations d’efflux d’iodure. Une expression faible du canal muté à la membrane et le manque 
de sensibilité du Western blot pourraient permettre d’expliquer les difficultés rencontrées.  
 Il a alors été entrepris d’évaluer l’effet de la GnRH sur la localisation membranaire du                
CFTR-F508del par immunocytochimie. L’interprétation des résultats obtenus demeure difficile. En 
effet, certaines cellules présentent un marquage plus étalé (pouvant sous-entendre une redistribution 
du CFTR muté vers la périphérie) et d’autres, un marquage encore bien prononcé au niveau de la 
région péri-nucléaire. Néanmoins, comparativement aux cellules non traitées, un fin liséré dessinant le 
contour des cellules (membrane plasmique) peut être observé suite à une incubation de 2 heures 
avec la GnRH. 
 
 
 À la question : « un traitement avec la GnRH conduit-il à une amélioration des sécrétions 
dépendantes du canal ionique CFTR ? », la réponse est oui. À partir de là, de nombreuses 
investigations demandent à être réalisées afin d’élucider les mécanismes moléculaires impliqués 
permettant d’aboutir à ces observations. Considérant les niveaux d’augmentation de l’expression 
intracellulaire de l’AnxA5 [significatifs mais pas excessifs (10 à 20 %)] et les résultats obtenus lors des 
expérimentations d’efflux d’iodure suite au traitement avec la GnRH, il apparaît plus que probable que 
d’autres mécanismes indépendants de l’AnxA5 soient engagés dans l’effet positif observé. Cette idée 
est également renforcée au vu de la multitude de voies de signalisation susceptibles d’être activées et 
de gènes pouvant être régulés suite à la liaison de la GnRH sur son récepteur. Par ailleurs, les 
bénéfices d’une stimulation par l’hormone ayant été rapportés pour les modèles d’étude non-CF et 
CF, il est tout à fait possible d’imaginer que des acteurs de la signalisation du RGnRH, de même que 
certains produits finaux de celle-ci (protéines sur et/ou sous-exprimées), affectent différents niveaux 
de régulation de la protéine CFTR. Ainsi, ils pourraient influencer le devenir de la protéine CFTR dans 
les étapes précoces de la voie de sécrétion (biosynthèse dans le RE, transport intracellulaire) ainsi 
que son comportement dans les compartiments post-golgien et apical (insertion dans la membrane 
plasmique, activation, stabilité). 
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 La mise en œuvre de cellules « knock-out » pour l’AnxA5 permettrait de vérifier l’implication de 
cette dernière dans la régulation du CFTR (wt et F508del) suite au traitement avec la GnRH. La 
mesure de l’activité du CFTR après une incubation avec la GnRH, menée en parallèle sur des cellules 
présentant ou pas une inactivation du gène, permettrait d’évaluer l’engagement de l’AnxA5 dans les 
effets observés. Il pourrait également être intéressant de regarder l’impact d’une stimulation par la 
GnRH sur la localisation intracellulaire de l’AnxA5. Cette dernière conduit-elle à une mobilisation 
massive de l’annexine à la membrane plasmique ? 
 
 Dans les cellules gonadotropes, il est couramment admis que la synthèse et la sécrétion des 
gonadotropines reposent majoritairement sur le couplage du RGnRH avec la sous-unité GDq/11 et 
l’activation de la voie de la PLCE. Toutefois, une contribution de la sous-unité GDs a également été 
mentionnée. Dans le cas des cellules tumorales, notamment celles issues de tumeurs                  
hormono-dépendantes, les effets engendrés par les analogues de la GnRH s’expliqueraient, quant à 
eux, principalement par l’activation de la sous-unité GDi (pour revue : Naor et Huhtaniemi, 2012). La 
signalisation mise en place dans les cellules non gonadotropes et non tumorales reste à ce jour peu 
documentée. De plus, il est important de rappeler que cette signalisation intracellulaire est fortement 
dépendante du contexte cellulaire, de la concentration de GnRH utilisée et de la fréquence de 
stimulation. 
 Afin de vérifier un couplage potentiel du RGnRH avec la sous-unité GDq/11 suite à nos 
conditions de stimulation, des études sur les mouvements calciques ont été entreprises dans les 
lignées 16HBE14o- et CFBE41o-. Ces expérimentations ont été menées au laboratoire STIM à 
Poitiers, auxquelles j’ai eu l’opportunité de prendre part. Deux schémas de travail ont été entrepris. 
D’un côté, la mobilisation calcique est évaluée en temps réel suite au traitement des cellules avec          
1 nM de GnRH (« acute stimulation »). De l’autre, les cellules sont préalablement incubées pendant        
1 à 2 heures avec la GnRH, à la suite desquelles l’ajout de diverses molécules (ATP, histamine) 
permet d’évaluer une éventuelle modification de la signalisation calcique. Considérant les résultats 
obtenus, il semblerait que dans nos modèles d’étude et avec nos conditions de stimulation aucun 
mouvement calcique, tel que la vidange des stocks du RE (IP3/IP3R), ne soit engendré. Ainsi, les 
effets observés au niveau des efflux d’iodure impliqueraient des mécanismes non dépendants du 
calcium. Connaissant l’importance de cet ion dans la plupart des propriétés décrites pour l’AnxA5, la 
perspective d’une élévation transitoire de sa concentration intracellulaire lui aurait été profitable. Une 
concentration en ions Ca2+ de l’ordre du mM est en effet nécessaire pour une relocalisation massive 
des monomères d’AnxA5 à la surface cellulaire et leur auto-assemblage en trimères, structure 
affectant la fluidité membranaire. Une réponse calcique aurait également pu être engagée dans 
l’activation indirecte du CFTR. En effet, il a été proposé récemment que le canal CFTR pouvait 
fonctionner comme les CaCCs et répondre à une stimulation cholinergique. Au moins trois 
mécanismes dépendants du calcium ont été décrits pour stimuler le CFTR : i) la régulation de 
certaines isoformes de l’AC par les ions Ca2+, ii) la stimulation du complexe Pyk2/Src, qui inhibe 
l’activité phosphatase de la PP2A, et iii) la phosphorylation directe du CFTR par le complexe Pyk2/Src 
(résidu tyrosine) (Billet et al., 2013a, pour revue : Billet et Hanrahan, 2013). 
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 Bien que la voie de la PLCE ne semble pas activée dans nos modèles selon nos conditions de 
stimulation, un éventuel couplage du RGnRH avec la sous-unité GDq/11 aurait permis d’envisager un 
rôle pour certaines isoformes de la PKC dans les différentes observations rapportées. En effet, à côté 
de la voie AMPc/PKA, des kinases telles que la PKC ont aussi montré leur importance dans la 
régulation de l’activation du CFTR. Cette dernière est capable de stimuler seule le canal ionique, 
d’améliorer son activation par le PKA (Chappe et al., 2003, Chappe et al., 2004) et d’élever la 
sécrétion Cl- AMPc-dépendante en augmentant la quantité de canaux CFTR actifs dans la membrane 
apicale des cellules épithéliales (Chappe et al., 2008, Rafferty et al., 2009). La réduction du taux 
d’endocytose est l’un des mécanismes proposés pour expliquer l’augmentation de la quantité de 
CFTR à la surface cellulaire par la PKC (Lukacs et al., 1997, Chappe et al., 2008). Des expériences 
conduites dans la lignée cellulaire Calu-3 montrent l’engagement de l’isoforme H des nPKC dans la 
modulation de l’activité du canal CFTR, via le complexe apical qu’elle forme avec RACK1 (receptor for 
activated C kinase) et NHERF1 (Liedtke et Cole, 1998, Liedtke et al., 2004) (Figure 23). Plus 
récemment, Alcolado et collaborateurs ont impliqué cette même isoforme des nPKC dans l’insertion 
membranaire VIP-dépendante (vasoactive intestinal peptide) du CFTR (wt et F508del) (Alcolado et al., 
2011). 
 Une autre voie également intéressante à explorer, au vu de l’activation AMPc-dépendante du 
canal CFTR, est celle de l’AC. Cette dernière pourrait supposer un couplage du RGnRH à la                 
sous-unité GDs suite à la liaison de son ligand.  
 
 Lors d’une étude transcriptomique menée sur les cellules gonadotropes murines LET2, Kakar et 
collaborateurs ont rapporté que leur stimulation par un agoniste de la GnRH (100 nM) a abouti à 
l’altération de l’expression de près de 450 gènes (Kakar et al., 2003). S’inspirant de ce travail, une 
investigation nécessaire à conduire dans nos modèles serait l’établissement d’un différentiel 
d’expression protéique entre cellules traitées et non traitées avec la GnRH (1 nM). Nous projetons de 
réaliser des expériences d’électrophorèse 2D à partir de lysats protéiques issus des cellules non-CF 
et CF. Suite à la sélection des protéines candidates (choix des spots : présence/absence, sur/sous-
exprimés), l’analyse par spectrométrie de masse permettra d’identifier des protéines susceptibles 
d’être impliquées dans l’élévation des flux ioniques, observée suite à une incubation avec la GnRH. 
Une première approche pourra être établie par l’électrophorèse 2D conventionnelle mais 
l’électrophorèse 2D-DIGE (2-dimensional differential in-gel electrophoresis) apparaît plus pertinente 
dans le cadre de cette analyse protéomique comparative. Cette dernière offre la possibilité d’analyser 
plus finement les variations d’expression de protéines en réponse à un traitement avec la GnRH. Par 
ailleurs, cette étude protéomique pourrait permettre de mettre en évidence de nouvelles cibles 
thérapeutiques qu’il pourrait être intéressant d’approfondir. De plus, quelques pistes quant aux voies 




 L’obtention d’informations relatives à la signalisation intracellulaire mise en place dans nos 
modèles (voies activées et produits finaux engendrés) est essentielle pour la compréhension des 
effets positifs observés.  
 À ce propos, au vu des observations faites pour les cellules CF (efflux d’iodure et 
immunocytochimie), n’est-il pas possible d’imaginer qu’une incubation avec la GnRH conduise à un 
réadressage du CFTR-F508del à la membrane plasmique ? Toutefois, considérant les multiples 
travaux menés sur les correcteurs et conduits dans les mêmes modèles cellulaires que ceux utilisés 
lors de notre étude, nos expériences de biotinylation auraient dû révéler une augmentation de 
l’expression du CFTR-F508del à la surface cellulaire. Par ailleurs, le miglustat et la GnRH présentent 
des résultats différents en terme de « time-dependence » et une incubation avec le miglustat              
(2 heures, 100 µM) n’a pas d’effet sur des cellules exprimant le CFTR-wt. Une investigation à mener 
serait de soumettre nos modèles cellulaires CF à une thérapie combinée miglustat + GnRH. La mise 
en évidence d’un effet synergique sur le transport ionique dépendant du CFTR sous-entendrait, pour 
ces molécules, des cibles différentes ou des actions à différents niveaux. Compte tenu du bénéfice 
également observé pour les modèles cellulaires non-CF, il est possible que la liaison de la GnRH sur 
son récepteur conduise à l’activation de voies affectant in fine la stabilité du CFTR à la surface 
cellulaire. Une façon de vérifier cette hypothèse serait de traiter nos cellules avec la GnRH et un 
inhibiteur de l’endocytose dépendante des dynamines, comme la dynasore. Par ailleurs, et ce qui 
semble peut-être plus plausible au vu du temps relativement cours de stimulation, l’incubation avec la 
GnRH pourrait modifier l’expression ou l’activité d’une protéine qui faciliterait l’insertion du CFTR (wt et 
F508del) dans la membrane plasmique [à partir d’un pool de CFTR mature sous-membranaire 
(compartiment endosomal)]. C’est l’hypothèse qui a récemment été retenue pour expliquer 
l’amélioration du transport ionique AMPc-dépendant (CFTR-wt et -F508del) dans des cellules 




 De façon intéressante, des analogues de la GnRH, tels que la Nafaréline, la Leuproréline et la 
Buséréline, sont actuellement disponibles sous forme d’aérosol et de spray nasal. Dans l’éventuelle 
perspective de leur utilisation chez les patients CF, la mise en place d’un tel traitement devra être 
extrêmement réfléchie. Traiter un enfant atteint de mucoviscidose avec une hormone n’est pas anodin 
et demeure controversé. Bien que faible, la biodisponibilité de la Leuproréline suite à une 
administration par spray nasal et aérosol (solution) est décrite. Elle a été évaluée, chez des 
volontaires sains, respectivement à 2.4 % et 6.6 %. Cette dernière atteint 28 % pour une 
administration sous forme d’aérosol en suspension (Adjei et al., 1992). Il est important de rappeler que 
chez les personnes en âge de procréer, des traitements continus d’analogues de la GnRH (troubles 
endocriniens, cancers hormono-dépendants et autres pathologies hormono-indépendantes) 
conduisent principalement à des symptômes comparables à ceux de la ménopause et de 
l’andropause et à une déperdition osseuse.  
 Une question qui se poserait devant l’administration de cette médication hormonale sous forme 
d’aérosol ou de spray nasal serait : quand traiter ? Il semblerait logique d’intervenir après la puberté, 
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de même qu’en dehors des épisodes de surinfections et suite au désencombrement préalable de 
l’arbre bronchique. Afin de maximiser les effets bénéfiques et de minimiser les effets secondaires, 
toute la difficulté dans la mise en place éventuelle d’une telle thérapie résiderait dans l’équilibre à 
trouver entre la dose à prescrire, la fréquence d’administration et la durée des traitements. Un autre 
paramètre à prendre en considération est la dégradation enzymatique de la GnRH par l’épithélium des 
voies aériennes. À titre d’exemple, une étude menée sur la lignée cellulaire Calu-1 rapporte une 
dégradation de l’ordre de 30 % de la Desloréline, suite à son incubation pendant 1 heure avec la 




 Pour conclure, nous rapportons l’expression du RGnRH dans des lignées cellulaires issues 
d’épithélia bronchiques humains non-CF et CF et validons sa présence dans la membrane plasmique. 
Nous montrons également qu’un traitement de 1 heure avec la GnRH à la concentration de 1 nM 
stimule l’expression intracellulaire de l’AnxA5 et conduit à une élévation du transport ionique 
dépendant du CFTR, laquelle corrèle avec une augmentation de l’expression membranaire du canal 
(wt et F508del). Cependant, nous ne sommes pas en mesure, à l’issue de ces travaux, de nous 
prononcer catégoriquement quant aux mécanismes moléculaires impliqués dans l’effet positif observé. 
De nombreuses investigations demandent à être poursuivies afin d’élucider, pour nos conditions de 
stimulation, la signalisation intracellulaire associée au RGnRH, qui affecterait in fine le devenir de la 
protéine CFTR.  
 Afin de confirmer nos observations, nous nous sommes dernièrement orientés vers l’utilisation de 
modèles de cultures primaires de cellules épithéliales nasales (HNEC, human nasal epithelial cells) et 
bronchiques (HBEC, human bronchial epithelial cells) humaines non-CF et CF. Il s’agira d’y vérifier la 
présence du RGnRH pour y explorer les effets engendrés par la GnRH et certains de ces analogues 
(déjà utilisés en thérapeutique humaine) sur les courants médiés par le canal CFTR. Ces effets seront 
évalués grâce à la technologie Port-a-Patch (Nanion Technologies GmbH, Munich, Germany). La 
mise en place de cultures en configuration air-liquide permettra de mesurer, en chambre de Ussing, 
les transports ioniques à travers des cultures polarisées, traitées ou non avec l’hormone. 
 Pour finir, j’aimerais rappeler qu’espérer améliorer efficacement le phénotype des patients 
homozygotes pour la mutation F508del nécessite d’agir simultanément sur les trois anomalies 
majeures engendrées par la perte de ce résidu : biosynthèse dans le RE, processus 
d’ouverture/fermeture du canal et stabilité à la surface cellulaire. Une telle molécule n’existe 
malheureusement pas encore à l’heure actuelle. Néanmoins, les résultats prometteurs d’essais 
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Introduction : La mucoviscidose est une maladie génétique autosomale récessive causée par des 
mutations dans le gène CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator). Ce dernier code un 
canal chlorure AMPc-dépendant localisé dans la membrane apicale des cellules épithéliales, dont 
l’activité est régulée par de nombreuses interactions protéine-protéine. Dans le cadre de la recherche de 
nouveaux partenaires du CFTR, une interaction directe entre le canal (sauvage et muté F508del) et 
l’annexine A5 (AnxA5) a été mise en évidence dans notre laboratoire. Des stratégies de sur et de sous-
expression nous ont également permis d’établir un lien fonctionnel entre les deux protéines. En effet, nos 
travaux montrent que les sécrétions ioniques dépendantes du CFTR sont corrélées au niveau 
d’expression intracellulaire de l’AnxA5. Par ailleurs, une élévation des courants médiés par le CFTR ainsi 
qu’une augmentation de la quantité de canaux dans la membrane plasmique sont observées suite à la 
surexpression de l’AnxA5 dans des cellules exprimant le CFTR muté F508del. 
But de l’étude : Au vu de ces observations, l’AnxA5 apparaît comme une cible potentielle pour la 
correction de certains défauts engendrés par la mutation F508del. Une piste thérapeutique pourrait être 
l’identification de composés capables d’augmenter son expression dans des cellules épithéliales 
exprimant le mutant F508del de la protéine CFTR. Considérant les informations fournies par la littérature, 
notre choix s’est porté sur la GnRH (gonadotropin-releasing hormone), molécule utilisée en thérapeutique 
humaine depuis plus de 25 ans. Ainsi, nous avons évalué l’effet de la GnRH sur la modulation de 
l’expression de l’AnxA5 et sur le transport ionique dépendant du CFTR dans nos différents modèles 
d’étude. 
Résultats : Outre la présence du récepteur de la GnRH dans nos modèles cellulaires, nous montrons 
également que l’expression de l’AnxA5 y est augmentée dès 60 minutes de traitement avec l’hormone         
(1 nM). De plus, comparativement à des cellules non stimulées, des cellules prétraitées avec la GnRH 
présentent une hausse significative des sorties actives d’iodure, corrélant avec une augmentation de la 
quantité de CFTR à la surface cellulaire. Ces observations ont été faites dans les modèles exprimant le 
CFTR muté F508del ainsi que dans ceux exprimant le CFTR sauvage. 
Conclusion : Dans nos modèles et selon nos conditions de stimulation, un traitement avec la GnRH 
augmente l’expression intracellulaire de l’AnxA5 et conduit à une élévation des sécrétions ioniques 
médiées par le canal CFTR. Néanmoins, au vu de la multitude de voies de signalisation susceptibles 
d’être activées et de gènes pouvant être régulés suite à la liaison de la GnRH sur son récepteur, l’effet 
observé sur l’AnxA5 ne représente probablement pas le seul évènement cellulaire à l’origine de l’impact 
positif enregistré sur l’activité du canal CFTR.  
 
Mots clés : CFTR, mutation F508del, transport ionique, AnxA5, GnRH, récepteur de la GnRH 
 
Background : Cystic fibrosis (CF) is an autosomal recessive disorder caused by mutations in the cystic 
fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) gene, which encodes a cAMP-stimulated chloride 
channel. CFTR is primarily located at the apical surface of epithelial cells, where its activity is regulated 
by some protein-protein interactions. As part of new CFTR’s partners research, we previously showed 
that annexin A5 (AnxA5) binds directly to both normal and F508del-CFTR. Moreover, under and 
overexpression strategies led us to establish a functionnal link between these two proteins. In fact,       
CFTR-dependent ion secretions are correlated to the intracellular level of AnxA5. Otherwise, in 
transfected epithelial cells, AnxA5 overexpression increases CFTR’s level in plasma membranes and 
raises CFTR-mediated currents in F508del-CFTR expressing cells. 
Aim of the study : In the light of these findings, AnxA5 appears as a potential target in order to correct 
some defects caused by the F508del mutation. A therapeutic approach would be to find some 
compounds capable of increasing AnxA5 expression in F508del-CFTR expressing epithelial cells. 
Reviewing the literature, our choice fell on GnRH (gonadotropin-releasing hormone), a commonly used 
molecule for diverse clinical applications for 25 years. So, the effects of GnRH on the modulation of 
AnxA5 expression and on CFTR-dependent ion transport were assessed in our different cellular models. 
Results : Beside the GnRH receptor expression, we show that AnxA5 expression is augmented in all cell 
lines after one hour incubation with the hormone (1 nM). Moreover, compared to untreated cells, a 
significant iodide efflux peak is measured in GnRH pretreated , which is correlated with an increased cell 
surface expression of CFTR. It is of interest to note that these observations have been made in CF and 
non-CF cells. 
 
Conclusion : In our models and according to our stimulation conditions, GnRH treatment enhances 
AnxA5 intracellular expression and leads to a rise of CFTR-dependent ion secretions. Nevertheless, 
given the multitude of activated signaling pathways and regulated genes in response to GnRH binding to 
its receptor, the positive impact on CFTR activity is probably not solely explained by the effect on AnxA5 
expression. 
Keywords : CFTR, F508del mutation, ion transport, AnxA5, GnRH, GnRH receptor 
